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RESUMEN 
Los hongos de podredumbre blanca constituyen un interesante grupo 
de organismos con gran potencial biotecnológico debido a su habilidad 
para degradar el polímero de lignina y compuestos aromáticos 
estructuralmente relacionados. Esta potencialidad se basa principal-
mente en el sistema extracelular implicado en la degradación de 
lignina, compuesto por diferentes tipos de enzimas (peroxidasas y 
oxidasas extracelulares) y compuestos de baja masa molecular. 
En este trabajo se ha llevado a cabo el estudio de la capacidad de los 
hongos de podredumbre blanca del género Pleurotus para transformar 
y mineralizar los compuestos aromáticos 2,4-diclorofenol, compuesto 
organoclorado de naturaleza fenólica, y benzo(a)pireno, hidrocarburo 
aromático policíclico de naturaleza no fenólica. Estos compuestos 
aromáticos están relacionados con problemas de contaminación en 
ecosistemas terrestres. Los resultados presentados en esta tesis 
muestran que los hongos del género Pleurotus son capaces de trans-
formar y mineralizar estos compuestos, lo que confirma su potencial 
aplicación en estrategias de biorremediación. 
Estudios anteriores mostraban ciertas dudas sobre la implicación de 
enzimas ligninolíticas en la degradación de este tipo de contaminantes 
medioambientales por hongos del género Pleurotus. Sin embargo, los 
estudios in vitro realizados en esta tesis con las enzimas ligninolíticas 
lacasa y peroxidasa versátil purificadas del hongo Pleurotus eryngii, así 
como la detección de estas actividades durante los procesos de trans-
formación en cultivo, sugieren su implicación en la degradación de 2,4-
diclorofenol y benzo(a)pireno y confirman los resultados obtenidos 
con otros basidiomicetos de podredumbre blanca. 
Finalmente, se ha llevado a cabo una aproximación molecular al 
estudio de las actividades ligninolíticas secretadas por el hongo P. 
eryngii. En este sentido, se han identificado, clonado y secuenciado dos 
nuevos genes de lacasa en este hongo. Como complemento a la 
caracterización molecular, se han descrito los modelos estructurales de 
las enzimas codificadas por estos genes. Por último, se ha desarrollado 
un sistema de expresión heteróloga de uno de estos genes, aportán-
dose nuevos datos acerca de la caracterización bioquímica y cinética de 
la enzima expresada, así como una herramienta en el estudio de las 
propiedades catalíticas de las lacasas. 
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ÍNDICE DE ACRÓNIMOS Y ABREVIATURAS 
ελ Coeficiente de extinción molar a una longitud de onda (λ) 
2,4-DCF 2,4-diclorofenol 
2,6-DMF 2,6-dimetoxifenol 
Å Amstrong 
aa Aminoácido(s) 
 
Ala Alanina 
Arg Arginina 
Asn Asparagina 
Asp Ácido aspártico 
Cys Cisteína 
Gln Glutamina 
Glu Ácido glutámico
Gly Glicina 
His Histidina 
Ile Isoleucina 
Leu Leucina 
Lys Lisina 
Met Metionina 
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Pro Prolina 
Ser Serina 
Thr Treonina 
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Val Valina  
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cDNA DNA complementario 
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EDTA Ácido EtilenDiaminoTetraAcético 
EPR Electron Paramagnetic Resonance (resonancia paramagnética electrónica) 
DNasa(s) Desoxiribonucleasa(s) 
dsDNA double stranded DNA, DNA de doble cadena 
HAP Hidrocarburo(s) Aromático(s) Policíclico(s) 
 HBT 1-hidroxibenzotriazol 
HEPES Ácido N-(2-Hidroxietil)piperazina-N′-(2-etanosulfónico) 
HPLC High Performance Liquid Chromatography (cromatografía líquida de alta resolución) 
IJFM Colección del Instituto Jaime Ferrán de Microbiología 
LAC Lacasa 
LiP Lignina Peroxidasas 
MnP Manganeso Peroxidasa 
MOPS Ácido 4-Morfolinpropanosulfónico 
mRNA messenger RNA (RNA mensajero) 
NCBI National Center for Biotechnology Information 
PAGE PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (electroforesis en geles de poliacrilamida) 
pb, Kpb par de bases, kilopar de bases 
 
A Adenina  
B Guanina, citosina o timina 
C citosina  
G guanina  
H Adenina, citosina o timina 
M Adenina o citosina 
R Adenina, guanina 
S Guanina o citosina 
T timina 
W Adenina o timina 
Y Timina o citosina  
PCR Polymerase Chain Reaction (reacción en cadena de la polimerasa) 
PDB Protein Data Bank 
PV Peroxidasa Versátil 
PVP  Polivinilpilorridona 
Rf movilidad electroforética 
RNA ribonucleic acid (ácido ribonucléico) 
RNasa(s) Ribonucleasa(s) 
SDS Sodium Dodecyl Sulfate (dodecil sulfato sódico) 
ssDNA single stranded DNA (DNA de cadena sencilla) 
SSF Solid State Fermentation (fermentación en estado sólido) 
T1 Centro de cobre de tipo 1 
T2/T3 Centro de cobre trinuclear de tipo 2 y tipo 3 
Tris Tris (hidroximetil)aminoetano 
U, mU Unidad(es), miliunidad(es) de actividad enzimática 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1. LA PARED CELULAR VEGETAL 
El CO2 atmosférico es fijado por los tejidos vegetales a través del 
complejo fotosintético, constituyendo el paso más importante en la 
incorporación de carbono inorgánico a los ecosistemas. 
Parte de este CO2 es incorporado en las plantas en forma de tejidos 
de defensa y sostén, constituido mayoritariamente por lignina, celulosa 
y hemicelulosas (Fig. 1.1), siendo fundamental su degradación en el 
reciclado del carbono dentro de los ecosistemas terrestres. 
La celulosa es un polisacárido formado por largas cadenas lineales 
de D-glucosa unidas por enlaces glucosídicos β-(1,4). Las cadenas 
formadas, unidas entre sí por puentes de hidrógeno, dan lugar a las 
microfibrillas de celulosa. Estas microfibrillas se agregan a su vez 
mediante puentes de hidrógeno. La composición de la celulosa es 
semejante en todas las plantas (angiospermas y gimnospermas). 
Las microfibrillas de celulosa se encuentran embebidas en una 
matriz de polisacárido que constituye la hemicelulosa La hemicelulosa 
es un heteropolisacárido ramificado de cadenas cortas que, general-
mente, se clasifica de acuerdo al principal residuo azucarado presente 
en el esqueleto del polímero. Las hemicelulosas más abundantes tienen 
un esqueleto formado por xilano (cereales y madera de caducifolias) y 
galacto-glucomanano (madera de coníferas), constituido por unidades 
de D-xilosa y D-manosa unidas por enlaces β-(1,4), respectivamente 
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(Aro et al., 2005). Las hemicelulosas menos abundantes son el 
arabinano, constituido por unidades de L-arabinosa unidas por enlaces 
α-(1,4), y el galactano, constituido por unidades de D-glucosa unidas 
por enlaces β-(1,3). Las cadenas principales de azúcar de las 
hemicelulosas son modificadas por grupos laterales, como el ácido 4-
O-metilglucurónico, la arabinosa, la galactosa y grupos acetilo, 
haciendo que las hemicelulosas sean más ramificadas y variables en 
estructura (Timell, 1967; Wilkie, 1979). 
 
Figura 1.1. Ilustración esquemática de la arquitectura molecular de 
un tejido leñoso según Kirk y Cullen, 1998. S1-S3, paredes 
secundarias; P, pared primaria; L.M., lámina media. 
La estructura de la celulosa en la pared se encuentra reforzada por la 
lignina, un polímero complejo, altamente ramificado e insoluble, 
formado por unidades sustituidas de fenilpropano unidas por diferen-
tes tipos de enlaces, dando lugar a una enmarañada red que se 
extiende a lo largo de la pared celular (Aro et al., 2005). La lignina 
forma una matriz en íntima relación con las hemicelulosas, ordenada-
mente dispuestas, a las que rodea y une mediante enlaces éter (Kirk y 
Farrell, 1987). 
En la síntesis de lignina intervienen tres tipos de alcoholes derivados 
de fenilalanina y generados a través de la ruta de los ácidos cinámicos 
(Higuchi, 1997). Estos tres alcoholes cinamílicos, cumarílico (4-hidroxi-
cinamílico), coniferílico (4-hidroxi-3-metoxicinamílico) y sinapílico (4-
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hidroxi-3,5-dimetoxicinamílico), representan las tres unidades precur-
soras (monolignoles) dentro de la molécula de lignina: 4-hidroxifenilo 
(H), guayacilo (G) y siringilo (S), respectivamente (Fig. 1.2). El enlace 
mayoritario es el de tipo β-O-4 (entre el C-4 del anillo bencénico y el C-
2 de la cadena lateral), representando entre el 40-60% en la lignina de 
algunas maderas (Nimz, 1974). Otros enlaces frecuentes, en proporcio-
nes cercanas al 10%, son los enlaces éter β-1 y β-β. A pesar de que los 
alcoholes precursores son de tipo fenólico, la presencia de enlaces tipo 
éter hace que la mayor parte de las unidades de lignina sean de 
carácter no fenólico. 
La heterogeneidad de la lignina es debida a: i), la expresión 
diferencial de las enzimas que participan en la ruta de los ácidos 
cinámicos, lo que conduce a diferentes proporciones de unidades H, S 
y G (Higuchi, 1997; Donaldson, 2001); y ii), la reactividad entre 
diferentes radicales fenoxilo formados durante la oxidación de estas 
unidades por enzimas de tipo fenol-oxidasa. La variedad de los tipos 
de enlaces y su estructura amorfa confieren a la lignina una gran 
complejidad (Fengel y Wegener, 1984) que conduce a diferencias en el 
contenido, distribución y composición a nivel de organismos, tejidos e 
incluso capas dentro de la pared celular de una misma planta (Higuchi, 
1990). 
1.2. BIODEGRADACIÓN DE LIGNOCELULOSA 
La degradación del material lignocelulósico permite su reciclado en los 
ecosistemas y puede llevarse a cabo a través de procesos abióticos, 
como los incendios forestales, o a través procesos donde intervienen 
los organismos vivos (Blanchette, 1995). 
En el proceso de biodegradación intervienen un gran número de 
enzimas (como hidrolasas y oxidorreductasas) secretadas por diferen-
tes tipos de organismos, en el que además juegan un papel importante 
compuestos de bajo peso molecular y radicales libres (Higuchi, 1985; 
Leonowicz et al., 1999). 
La conversión de celulosas y hemicelulosas en azúcares más simples 
es llevada a cabo por un gran número de organismos (bacterias, 
hongos y protozoos) que secretan diferentes tipos de hidrolasas 
capaces de degradar estos polisacáridos en mono y disacáridos 
(Leonowicz et al., 2001). Entre las hidrolasas que degradan celulosa se 
encuentran las enzimas pertenecientes al complejo celulasa, formado 
por endoglucanasas (hidrolizan enlaces glicosídicos en el interior de la 
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molécula de celulosa), exoglucanasas (hidrolizan los enlaces de los 
extremos no reductores de la cadena de glucosa liberando celobiosa o 
glucosa) y beta-glucosidasas (transforman la celobiosa y otras 
celodextrinas en glucosa). Dentro de las enzimas que degradan 
hemicelulosas (endo y exoxilasasas y beta-xilosidasas) podemos encon-
trar diferentes tipos con alta especificidad dependiendo de los azúca-
res mayoritarios que forman las cadenas. 
Se han descrito muchos organismos capaces de degradar polímeros 
aislados de la pared celular, especialmente polisacáridos. Sin embargo, 
para poder acceder a estos polímeros durante la colonización del 
material lignocelulósico es necesaria la alteración o degradación previa 
de la lignina. El tamaño del polímero de lignina hace imposible su 
absorción intracelular y su complejidad estructural dificulta su 
degradación (Barr y Aust, 1994). Por esta razón, la degradación de la 
lignina constituye el paso esencial en el reciclado de carbono dentro de 
los ecosistemas terrestres (Buswell y Odier, 1987). 
Entre los organismos capaces de degradar lignina aparecen 
procariotas del grupo de los actinomicetes, principalmente del género 
Streptomyces, y bacterias gramnegativas como Pseudomonas y 
Xantomonas (Buswell y Odier, 1987; Vicuña, 1988). También algunos 
hongos ascomicetos, como Chrysonilia sitophyla (Rodríguez et al., 1997), 
y deuteromicetos, como Fusarium proliferatum (Regalado et al., 1997), 
producen un tipo de degradación denominada podredumbre blanda 
que, generalmente, tiene lugar en angiospermas con un alto porcentaje 
de humedad y sobre materiales que ya han comenzado a ser 
degradados por otros microorganismos (Blanchette, 1995; Daniel, 2003). 
Cuando el contenido en lignina en estos materiales supera el 20%, 
sólo algunos hongos de tipo basidiomiceto son capaces de iniciar el 
ataque a la lignina. Estos hongos pertenecen a los grupos denominados 
como hongos de podredumbre marrón y hongos de podredumbre 
blanca. El término podredumbre blanca hace referencia al aspecto que 
presenta la madera tras su colonización: la eliminación de la lignina 
hace que adquiera una tonalidad más blanquecina y un aspecto fibroso 
debido a la exposición de la celulosa. En contraposición, en la 
podredumbre marrón la madera adquiere una tonalidad más oscura y 
un aspecto cúbico, debido a la alteración de la lignina y a la 
degradación preferencial de la celulosa. 
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Figura 1.2. Representación esquemática del polímero de lignina 
(modificada de Brunow, 2001), en el que aparecen representadas las tres 
unidades principales, 4-hidroxifenilo (H), guayacilo (G), siringilo (S) y los 
monolignoles precursores, alcohol cumarílico (A), alcohol coniferílico (B) y 
alcohol sinapílico (C). El tipo principal de enlace, éter β-O-4, se indica con 
una flecha. 
1.3. LOS HONGOS DE PODREDUMBRE BLANCA 
Los basidiomicetos de podredumbre blanca constituyen el grupo más 
hábil de microorganismos a la hora de llevar a cabo una eliminación 
rápida y efectiva de la lignina (Kirk y Farrell, 1987). Además, son los 
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únicos organismos capaces de mineralizar este polímero cuando su 
contenido en la pared vegetal es elevado (Crawford, 1981; Hammel, 
1997). 
Los hongos de podredumbre blanca, como en los otros casos, 
invaden los tejidos vegetales a través del lumen del sistema vascular, 
secretando una serie de enzimas capaces de degradar la lignina y otros 
componentes de la madera (Kirk y Farrell, 1987). Esta maquinaria 
enzimática versátil coopera con metabolitos secundarios secretados 
también por estos hongos, permitiéndoles atacar eficientemente la 
barrera que constituye la lignina. 
Dentro de los denominados hongos de podredumbre blanca se 
incluyen una gran variedad de especies. Entre ellas se encuentra 
Phanerochaete chrysosporium, organismo modelo en los estudios de 
biodegradación de la lignina (Schoemaker et al., 1991), a pesar de que 
solo expresa su sistema ligninolítico durante el metabolismo 
secundario y en atmósferas saturadas de oxígeno (Kirk et al., 1978). Sin 
embargo, en los últimos años el interés por estos hongos se ha 
diversificado hacia otras especies de podredumbre blanca que, con 
menos requerimientos fisiológicos, degradan eficientemente la lignina, 
como por ejemplo Trametes versicolor, Bjerkandera adusta, Phlebia radiata 
u hongos pertenecientes al género Pleurotus. 
1.3.1. Sistema enzimático implicado en la degradación de la lignina 
La biodegradación de la lignina es un proceso complejo catalizado por 
enzimas que muestran una gran inespecificidad (Kirk y Farrell, 1987). 
El proceso implica tanto la despolimerización inicial de la lignina como 
la transformación que sufren los productos derivados de la misma 
para incorporarse en las rutas generales del metabolismo. 
El sistema enzimático ligninolítico extracelular está formado por dos 
tipos de actividades enzimáticas, peroxidasas y oxidasas. Estas 
enzimas son capaces de actuar directamente sobre el polímero de 
lignina, como las peroxidasas o las lacasas, o bien cooperar en el 
proceso generando H2O2, como en el caso de las oxidasas. 
1.3.1.1. Peroxidasas 
Lignina peroxidasa 
Las peroxidasas han sido las enzimas ligninolíticas más estudiadas 
desde el aislamiento en 1983 de la lignina peroxidasa (LiP) producida 
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por P. chrysosporium (Tien y Kirk, 1983; Glenn et al., 1983). La 
purificación de la lignina peroxidasa (EC 1.11.1.14) abrió nuevos 
horizontes en el conocimiento del mecanismo de degradación de la 
lignina por parte de los hongos de podredumbre blanca. Esta hemo-
proteína se diferencia de otras peroxidasas no ligninolíticas en su alto 
potencial de oxidorreducción y en su preferencia para oxidar 
compuestos aromáticos no fenólicos mediante la sustracción de un 
único electrón del anillo aromático, dando lugar a la formación de 
radicales catiónicos aromáticos (Martínez, 2002). Estos radicales, muy 
inestables, sufren posteriormente una serie de reacciones no 
enzimáticas que dan lugar a la ruptura de enlaces carbono-carbono, 
desmetoxilaciones, descarboxilaciones, formación de quinonas, etc. 
(Tien, 1987).  
En la Fig. 1.3 se muestra el ciclo catalítico de esta enzima. Tras la 
formación de compuesto I (CI) a través de una reacción de oxido-
rredución de dos electrones (usando H2O2 u otros hidroperóxidos 
como donadores), este es capaz de sustraer un electrón del sustrato (un 
compuesto aromático no fenólico en el caso de la lignina peroxidasa), 
generándose el compuesto II (CII) y el correspondiente radical del 
sustrato (A·). Una segunda reducción, en presencia de otra molécula 
de sustrato, es necesaria para recuperar la enzima nativa. Aparte de los 
compuestos citados, se ha descrito la formación de un tercer 
compuesto (compuesto III) a partir del CII en ausencia de sustratos 
reductores y presencia de H2O2 en exceso, que conduce a la 
inactivación de la enzima y a la posterior pérdida del grupo hemo 
(Wariishi y Gold, 1990). El exceso de fenoles también provoca la 
inactivación de esta enzima por un mecanismo no establecido 
(Renganathan y Gold, 1986). 
Manganeso peroxidasa 
La manganeso peroxidasa (MnP, EC 1.11.1.13) fue descrita por primera 
vez también en P. chrysosporium (Kuwahara et al., 1984). Esta enzima 
requiere iones Mn2+ para cerrar su ciclo catalítico, elemento abundante 
en los materiales lignocelulósicos (Blanchette, 1984).  
Siguiendo el esquema de la Fig. 1.3, tras la formación de CI, la 
reducción a CII sería dependiente tanto de Mn2+ como de compuestos 
fenólicos, mientras que la reducción de este a enzima en reposo solo 
tiene lugar en presencia de Mn2+ (Wariishi et al., 1988). 
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Figura 1.3. Esquema general del ciclo catalítico de las 
peroxidasas. 
Una vez oxidado a Mn3+, este es estabilizado por compuestos 
quelantes, entre los que se encuentran diferentes tipos de ácidos 
dicarboxílicos, que pueden ser secretados por el propio hongo (Wariisi 
et al., 1992; Kuan y Tien, 1993). El Mn3+ actúa como un agente oxidante 
difusible y altamente reactivo, capaz de oxidar compuestos de tipo 
fenólico (Wariishi et al., 1989a). Además, esta enzima también puede 
oxidar compuestos no fenólicos a través de otros intermediarios, entre 
los que se encuentran radicales derivados de tioles o lípidos insatura-
dos (Hammel et al., 1989; Wariishi et al., 1989b; Bao et al., 1994). En este 
sentido, se ha comprobado que la despolimerización de lignina in vitro 
por manganeso peroxidasa es favorecida por la presencia de tioles 
(como el glutatión) y ácidos grasos insaturados o derivados (como el 
Tween 80), que actúan como cooxidantes a través de un mecanismo de 
generación de radicales libres (Hofrichter, 2002). 
Este tipo de peroxidasas se han encontrado en la mayoría de hongos 
que degradan lignina (Hatakka, 1994; Peláez et al., 1995), detectándose 
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además en procesos naturales de degradación de lignocelulosa 
(Camarero et al., 1996). 
Peroxidasa versátil 
La peroxidasa versátil (PV) fue descrita inicialmente en cultivos de P. 
eryngii como un tipo de manganeso peroxidasa capaz de oxidar Mn2+ y 
sustratos no fenólicos típicos de la lignina peroxidasa (Martínez et al., 
1996a). Actualmente se considera como un tercer tipo de peroxidasa 
ligninolítica con características comunes a la ambas peroxidasas, debi-
do a su capacidad de llevar a cabo reacciones de oxidación de sustratos 
aromáticos a través de un intermediario radicalario, y, además, oxidar 
el Mn2+ a Mn3+ (Camarero et al., 1999). 
Esta enzima también se ha caracterizado en otras especies del género 
Pleurotus, como P. pulmonarius (Martínez et al., 1996a) y P. ostreatus 
(Sarkar et al., 1997), en B. adusta (Heinfling et al., 1998) y en Panus 
tigrinus (Lisov et al., 2003). 
El esquema de la Fig. 1.3 nos puede servir para ilustrar el ciclo 
catalítico de esta peroxidasa ligninolítica. Tras la oxidación por 
hidroperóxidos a CI, este sufriría sucesivas reducciones a CII y, de 
nuevo, a enzima nativa, en las cuales pueden participar compuestos 
aromáticos, tanto fenólicos (como el 2,6-dimetoxifenol) como no 
fenólicos (como el alcohol veratrílico), y el ión Mn2+, completándose un 
ciclo de oxidorreducción intermedio entre lignina y manganeso 
peroxidasa. 
1.3.1.2. Oxidasas productoras de H2O2 
Estas enzimas participan en la producción de H2O2, que además de ser 
utilizado como cosustrato por las peroxidasas, puede originar radical 
hidroxilo (OH·) a través de la reacción de Fenton, agente oxidante muy 
potente capaz de llevar a cabo la degradación de materiales lignocelu-
lósicos (Evans et al., 1994). Inicialmente se pensó que el H2O2 requerido 
por las peroxidasas para degradar lignina era producido por oxidasas 
intracelulares como la glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4) y la metanol 
oxidasa (EC 1.1.3.13) (Kelley y Reddy, 1986; Nishida y Eriksson, 1987). 
Debido al carácter oxidante del H2O2, su transporte al exterior resulta 
complicado, por lo que posteriormente los estudios se centraron en 
oxidasas extracelulares. 
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Glioxal oxidasa 
Esta enzima, descrita por primera vez en cultivos de P. chrysosporium 
en condiciones ligninolíticas (Kersten y Kirk, 1987), es capaz de 
generar H2O2 mediante la oxidación de aldehídos alifáticos secretados 
por el propio hongo, como el glioxal o el ácido glioxílico (Kersten, 
1990). Se trata de una metaloenzima que presenta en su centro activo 
un motivo catalítico de radical de cobre (Whittaker et al., 1996). 
Aril alcohol oxidasa 
Esta enzima se ha descrito en hongos del género Pleurotus 
(Bourbonnais y Paice, 1988; Guillén et al., 1990; Sannia et al., 1991), y en 
otras especies, como B. adusta (Muheim et al., 1990). En el hongo P. 
eryngii se ha comprobado que esta flavoenzima es capaz de oxida 
alcoholes primarios alfa-insaturados y alcoholes alifáticos insaturados 
generando H2O2. También se ha comprobado que participa en un ciclo 
de producción controlada de H2O2, a través de un sistema cíclico de 
oxidorreducción de metabolitos aromáticos secretados por el hongo en 
el que están implicadas reductasas asociadas a micelio (Guillén et al., 
1994; Guillén y Evans, 1994; Gutiérrez et al., 1994). Por último, 
experimentos llevados a cabo con lacasa y aril alcohol oxidasa han 
puesto de manifiesto la acción conjunta de estas enzimas para generar 
OH·, demostrando su acción sinérgica durante los procesos de 
degradación (Guillén et al., 2000). 
1.3.1.3. Lacasas 
Las lacasas fúngicas (bencenodiol: oxigeno oxidoreductasas, EC 
1.10.3.2) son un tipo de oxidasas que forman parte del sistema 
enzimático ligninolítico y son producidas por casi todos los basidio-
micetos degradadores de madera y hojarasca (Wesenberg et al., 2003). 
Se trata de una de las principales enzimas implicadas en la desligni-
ficación por hongos de podredumbre blanca (Mayer y Staples, 2002). 
Tal es su importancia que, en ocasiones, se ha descrito la presencia de 
lacasa como única actividad ligninolítica en hongos que degradan la 
lignina u otros compuestos aromáticos con gran impacto ambiental, 
como Pycnoporus cinnabarinus (Eggert et al., 1996b) o Coriolopsis rigida 
(Saparrat et al., 2002). 
Las lacasas catalizan la oxidación monoelectrónica de difenoles y 
aminas aromáticas, eliminando un electrón y un protón del grupo 
hidroxilo o amino para dar lugar a radical fenoxilo o amino, respecti-
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vamente (Leonowicz et al., 2001). Además, su potencial de oxidación 
puede expandirse a compuestos de naturaleza no fenólica a través del 
denominado sistema lacasa-mediador (Fig. 1.4). En este sistema, 
metabolitos de bajo peso molecular, previamente oxidados por lacasas, 
actúan como agentes que son esenciales en la oxidación de compuestos 
no fenólicos por lacasas, como el alcohol veratrílico o dímeros modelo 
de lignina (Bourbonnais y Paice, 1990; Bourbonnais et al., 1998). 
 
Figura 1.4. Representación esquemática del ciclo de oxidorreducción de sustratos 
catalizado por lacasas en presencia de mediadores. 
1.4. APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS DE LOS HONGOS 
DE PODREDUMBRE BLANCA 
Aunque la principal y más conocida aplicación de los hongos de 
podredumbre blanca sea en el campo de la alimentación humana, entre 
los que se incluyen varias de las especies comestibles más cultivadas, 
como Pleurotus sp, Lentinula edodes (shiitake) o Flammulina velutipes 
(enoki), el interés biotecnológico de este tipo de basidiomicetos se ha 
diversificado en los últimos años con relación a su capacidad para 
degradar lignina. La baja especificidad de los mecanismos que usan los 
hongos de podredumbre blanca para transformar y mineralizar el polí-
mero de lignina y otros compuestos aromáticos sustenta la base de la 
aplicabilidad biotecnológica de este tipo de hongos y de las enzimas 
del sistema ligninolítico. 
Entre los diferentes tipos de hongos de podredumbre blanca, los del 
género Pleurotus (Pleurotaceae, basidiomicetos superiores) constituyen 
un grupo cosmopolita de hongos con propiedades terapéuticas, gran 
valor nutricional y numerosas aplicaciones medioambientales y 
biotecnológicas, siendo uno de los grupos más grandes y diversos de 
hongos cultivados (Cohen et al., 2002). Dentro de este género se han 
 Lacasa (oxidada)
Lacasa (reducida) Mediador (oxidado)
Mediador (reducido) Sustrato (oxidado)
Sustrato (reducido)
H2O
O2
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descrito numerosas especies, como P. ostreatus (seta de ostra o hiratake), 
siendo la más estudiada debido a su aplicación en la industria alimen-
taria. Otras especies descritas son P. sajor-caju, P. pulmonarius o P. 
eryngii. Este último, conocido también como seta de cardo, posee 
cuerpos fructíferos con cualidades culinarias superiores a las de P. 
ostreatus (Zadrazil, 1978). 
Una de las primeras aplicaciones biotecnológicas de los hongos de 
podredumbre blanca fue la mejora de residuos agrícolas para el uso 
como alimento animal (Cohen et al., 2002). Esta idea surgió a principios 
del siglo pasado, y desde esta fecha se han realizado numerosos estu-
dios hacia la mejora de la digestibilidad de residuos vegetales. Por 
ejemplo, estudios realizados con diferentes basidiomicetos, entre los 
que se incluyen los hongos del género Pleurotus, han puesto de mani-
fiesto un aumento de la digestibilidad de paja de cereales tras su trata-
miento con estos hongos, comprobándose, además, que esta es inversa-
mente proporcional a la cantidad de lignina presente en los residuos 
(Zadrazil et al., 1990; Flachowsky et al., 1999). 
Otra aplicación biotecnológica de los hongos de podredumbre 
blanca es su utilización en la obtención de pasta de papel a través del 
un proceso denominado biopasteo. El pretratamiento con hongos de 
podredumbre blanca del material lignocelulósico supone una alterna-
tiva al tratamiento químico de este material, dando lugar a un tipo de 
pasta de papel denominada como biomecánica (Kirk et al., 1992). Este 
pretratamiento supone una serie de ventajas energéticas, físico-
químicas y medioambientales en la producción de este tipo de pasta 
(Akhtar et al., 1998). Los hongos del género Pleurotus también se han 
estudiando por su posible utilización en el pretratamiento de paja de 
trigo como materia prima alternativa para la fabricación de pasta de 
papel (Martínez et al., 1994a). En estos estudios se comprobó que algu-
nas especies del género Pleurotus eran capaces de degradar la lignina 
sin alterar significativamente el contenido en polisacáridos de la paja 
de trigo. Su utilización, especialmente en el caso de P. eryngii, supon-
dría un ahorro en reactivos químicos y energía empleados durante la 
fabricación de pasta semiquímica a partir de estos residuos (Camarero 
et al., 1998). 
Por último, una de las potenciales aplicaciones biotecnológicas de 
los hongos de podredumbre blanca está en el campo de la bio-
rremediación. La biorremediación se define como el proceso de 
conversión de residuos peligrosos y contaminantes en compuestos 
menos tóxicos mediante el uso de las propiedades catalíticas de los 
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organismos vivos, o bien en la reducción de estos contaminantes 
medioambientales a niveles no detectables o aceptables (Liu y Suflita, 
1993; Pointing, 2001; Cohen et al., 2002). La biorremediación aparece en 
la década de los 80 como una alternativa a otros métodos fisico-
químicos y térmicos, siendo una de las primeras aplicaciones prácticas 
la limpieza de residuos de hidrocarburos en la costa de Alaska, a raíz 
del vertido del petrolero Exxon Valdéz en el año 1989 (Pritchard y 
Costa, 1991). 
1.4.1. Biorremediación con hongos de podredumbre blanca 
Aunque los organismos vivos presentan una serie de capacidades 
metabólicas apropiadas para llevar a cabo la degradación de los 
compuestos contaminantes, estas capacidades deben de ser estimula-
das y aumentadas a la hora de desarrollar los procesos de biorremedia-
ción. La estimulación puede ser la simple adicción de nutrientes a un 
suelo contaminado (tratamiento in situ), con una mínima distorsión de 
este, o bien adecuar las condiciones de un determinado suelo (pH, 
humedad, nutrientes, etc.) antes de añadir los residuos contaminados, 
como es el caso del landfarming (Wilson y Jones, 1993). También existe 
la posibilidad de llevar a cabo tratamientos ex situ, utilizando, por 
ejemplo, biorreactores en donde se controlan todos los parámetros 
para conseguir las mejores condiciones de biorremediación (Wilson y 
Jones, 1993). 
La variedad de organismos susceptibles de utilización en procesos 
de biorremediación es enorme, pudiéndose aplicar tanto microorganis-
mos (Barr y Aust, 1994; Kanaly y Harayama, 2000) como plantas 
(Meagher, 2000). En los últimos años se ha propuesto incluso la 
utilización de organismos genéticamente modificados, con la ventaja 
de poder crear soluciones a la carta (Sayler y Ripp, 2000). Sin embargo, 
el uso de estos organismos modificados está sometido a una gran 
presión social y legal, reduciendo la posibilidad de su implementación 
en el medio ambiente (Caplan, 1993; Hamer, 1993). 
En cuanto a la utilización de microorganismos, en la actualidad 
muchos procesos de biorremediación a escala comercial utilizan 
organismos procariotas, cuyas principales ventajas son el uso del 
contaminante como fuente de carbono y de nitrógeno, además de la 
capacidad de algunas especies para degradar estos compuestos en 
condiciones anaerobias (Pointing, 2001). Una alternativa al uso de 
organismos procariotas es la utilización de hongos filamentosos y, en 
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especial, hongos de podredumbre blanca, los cuales muestran un gran 
potencial en este campo debido a la inespecificidad de su sistema 
ligninolítico (Barr y Aust, 1994). Se ha demostrado la capacidad de 
transformación y/o mineralización de una gran rango de compuestos 
orgánicos contaminantes por hongos de podredumbre blanca (Bumpus 
et al., 1985; Mileski et al., 1988; Kotterman et al., 1998a; Cho et al., 2001; 
Kim y Song, 2003) y, en muchas ocasiones, se han relacionado las 
actividades ligninolíticas con estos procesos (ver Tabla 1.1) (Reddy, 
1995). Los hongos de podredumbre blanca presentan, además, una se-
rie de características que los hacen especialmente atractivos a la hora 
de desarrollar estrategias de biorremediación en lugares contaminados: 
• Son organismos ubicuos en ambientes naturales. 
• Presentan un sistema oxidativo extracelular muy versátil. La 
naturaleza inespecífica de los mecanismos usados por estos 
hongos a la hora de degradar lignina les permite degradar 
también compuestos estructuralmente relacionados, incluso 
en el caso de mezclas complejas (Bumpus, 1989). 
• La naturaleza extracelular del sistema ligninolítico supone, 
además, ventajas adicionales. Una de ellas radica en la natu-
raleza de estos compuestos, ya que la mayoría son insolubles 
y por tanto, inaccesibles al ataque de enzimas intracelulares. 
De esta manera pueden tolerar una mayor concentración de 
compuestos tóxicos que en el caso de bacterias (Bumpus, 
1989; Gianfreda y Rao, 2004). 
• La expresión del sistema ligninolítico es independiente de la 
concentración del contaminante presente en el medio, por lo 
que estos hongos pueden llegar a degradar estos compuestos 
a concentraciones muy bajas (Bumpus, 1989). 
• El crecimiento de los hongos, por extensión de las hifas, per-
mite la colonización del suelo, ampliando su radio de acción 
en mayor grado que las bacterias (Reddy, 1995). 
• Aunque el suelo no es su habitad natural, pueden crecer utili-
zando sustratos de bajo coste económico, como residuos 
agrícolas, que pueden ser añadidos en el lugar contaminado 
facilitando la degradación (Martens y Zadrazil, 1998; Martens 
et al., 1999). 
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1.4.1.1. Compuestos aromáticos contaminantes y degradación por 
hongos de podredumbre blanca 
Una de las clases de compuestos orgánicos contaminantes más ubicua 
está constituida por los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP). 
Estos compuestos aparecen principalmente como resultado de incen-
dios forestales y del consumo de combustibles fósiles (Cerniglia et al., 
1992), siendo este último la principal vía de entrada de HAP en los 
suelos de los países industrializados (Wilson y Jones, 1993). Muchos 
HAP o sus productos de degradación son mutagénicos y/o 
carcinogénicos (Bumpus, 1989) y tienen un alto potencial de magnifica-
ción en los ecosistemas a través de la cadena trófica (Kanaly y 
Harayama, 2000). Además, presentan una gran persistencia en los 
ecosistemas debido a su baja solubilidad en agua (Cerniglia, 1992). 
Entre los diferentes tipos de HAP, el benzo(a)pireno (Tabla 1.1) tiene 
especial interés debido a su presencia en gran cantidad de sitios 
contaminados, como suelos agrícolas, zonas urbanas y bosques 
templados (Wilson y Jones, 1993; Wilcke, 2000). Su estructura, consti-
tuida por cinco anillos de benceno, hace que sea muy difícil su 
degradación, además de actuar como un potente agente cancerígeno 
(Bumpus, 1989; Cerniglia et al., 1992). Por todas estas razones ha sur-
gido el interés en el estudio de sistemas capaces de llevar a cabo su 
degradación o completa eliminación. 
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Tabla 1.1. Estructura química de algunos tipos de compuestos contaminantes que 
son degradados por hongos de podredumbre blanca. 
Estructura Nombre 
Hongos que lo 
degradan 
Referencias 
 
benzo(a)pireno 
(HAP) 
Pleurotus sp. 
Florida, P. ostreatus, 
P. chrysosporium, 
Bjerkandera sp. 
BOS55 
(Bumpus et al., 
1985; Bezalel et 
al., 1996a; 
Wolter et al., 
1997a; 
Kotterman et 
al., 1998b) 
CH3
O2N NO2
NO2
 
2,4,6-
trinitrotolueno 
Coriolus versicolor, P. 
ostreatus, P. 
chyrsosporium, P. 
coccineus, 
Schizophyllum 
commune 
(Aust, 1990; 
Kim y Song, 
2000; Kim y 
Song, 2003) 
O
O  
dibenzo-p-
dioxina 
(dioxinas) 
P. chrysosporium, 
Pleurotus sp. 
Florida, Dichomitus 
squalens 
(Valli et al., 
1992; 
Rosenbrock et 
al., 1997) 
OH
Cl
Cl  
2,4-diclorofenol 
(clorofenoles) 
P. chrysosporium, P. 
pulmonarius, P. 
tigrinus, C. versicolor
(Valli y Gold, 
1991; Rubio 
Pérez et al., 
1997; 
Leontievsky et 
al., 2000; Law et 
al., 2003) 
Cl Cl
ClCl
Cl
 
DDT P. chrysosporium (Bumpus et al., 1985) 
Cl
Cl Cl
Cl
 
2,2’,4,4’-
tetraclorobifenil
o 
(bifenilos 
policlorados) 
P. chrysosporium, T. 
versicolor, Coriolopsis 
polyzona, P. ostreatus
(Bumpus et al., 
1985; Dietrich et 
al., 1995; 
Novotný et al., 
1997) 
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La degradación microbiana de HAP puede llevarse a cabo por 
diferentes vías, tras un ataque inicial de la molécula mediante una 
reacción de hidroxilación y la incorporación de oxígeno molecular. En 
la Fig. 1.5 podemos ver un esquema del proceso de degradación de 
HAP y los diferentes destinos de este tipo de compuestos en la natura-
leza. 
Los microorganismos procariotas utilizan enzimas tipo dioxigenasa 
para incorporar oxígeno molecular dentro del núcleo aromático de la 
molécula, formándose cis-dihidrodioles (Gibson et al., 1990). En el caso 
de los organismos eucariotas y, en especial, los hongos, un átomo de 
oxígeno molecular es incorporado en el anillo aromático a través de 
monooxigenasas del tipo citocromo P-450 para dar lugar a derivados 
de tipo epóxido, mientras que el otro átomo de oxígeno es reducido a 
agua (Cerniglia, 1984). En el caso de los hongos de podredumbre 
blanca, las enzimas ligninolíticas (directamente o a través de la acción 
de mediadores) llevan a cabo oxidaciones monoelectrónicas de estos 
compuesto para dar lugar a radicales que evolucionan formando 
quinonas (Haemmerli et al., 1986). Sin embargo, también se ha descrito 
la implicación de monooxigenasas del tipo P-450 en la degradación de 
HAP por hongos de podredumbre blanca (Bezalel et al., 1996c; 
Masaphy et al., 1999). 
 Los compuestos aromáticos clorados constituyen otro de los 
principales grupos de contaminantes medioambientales (Chaudhry y 
Chapalamadugu, 1991). Estos compuestos clorados han sido usados 
extensivamente como conservantes de la madera, herbicidas y fungici-
das (Rubio Pérez et al., 1997), además de emplearse como productos 
intermediarios en la síntesis de otros compuestos (Ahlborg y Thunberg, 
1980). Al igual que los HAP, se encuentran ampliamente distribuidos 
en el medio ambiente y suelen incluirse dentro del grupo de los 
contaminantes orgánicos persistentes. Entre este grupo de contaminan-
tes destacan los clorofenoles, constituyentes importantes de los efluen-
tes de las fábricas de pasta de papel como consecuencia de los procesos 
de blanqueo con Cl2 (Reddy, 1995). 
Aparte de los clorofenoles, existe una gran variedad de compuestos 
organoclorados (Tabla 1.1), como los bifenilos policlorados (BPC), las 
dioxinas y otros organoclorados que se utilizan en la síntesis de herbi-
cidas o como tales, como el caso del ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D). En cualquier caso, estos compuestos suponen un gran problema 
medioambiental y de salud pública debido a su gran persistencia en 
los ecosistemas y a su uso a gran escala, lo cual ha conducido a la 
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contaminación de numerosos ecosistemas, tanto acuáticos como 
terrestres. 
 
Figura 1.5. Representación esquemática de los diferentes destinos 
medioambientales de los HAP, mostrándose el ataque inicial a los 
mismos llevado a cabo por diferentes grupos de microorganismos: 
CP-450 MO, citocromo P-450 monooxigenasas de hongos; D, 
dioxigenasas bacterianas; EML, enzimas modificadoras de lignina 
de basidiomicetos de podredumbre blanca (modificado de Cerniglia, 
1992). 
Se ha descrito la implicación de las enzimas ligninolíticas en la 
degradación de clorofenoles por hongos de podredumbre blanca, que 
catalizarían la formación de quinonas como paso previo a su 
detoxificación (Joshi y Gold, 1993; Grey et al., 1998; Leontievsky et al., 
2000). Un ejemplo de degradación es el propuesto por Valli y Gold 
para la degradación de 2,4-diclorofenol por P. chrysosporium (Valli y 
Gold, 1991). En esta ruta, el compuesto es desclorinado oxidativamente 
tanto por lignina peroxidasa como por manganeso peroxidasa 
mediante una reacción que genera una p-quinona que se recicla 
posteriormente, a través de reacciones de reducción y metilación, para 
convertirse en un intermediario que vuelve a ser sustrato de las 
peroxidasas ligninolíticas, las cuales completarían la desclorinización. 
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Por tanto, la eliminación de los dos átomos de cloro de la molécula se 
lleva a cabo antes de que ocurra la ruptura del anillo aromático. 
La mayoría de los estudios de biorremediación con hongos lignino-
líticos se han llevado a cabo con P. chrysosporium. Este hongo, como se 
ha comentado, requiere especiales condiciones para degradar la ligni-
na (Kirk y Farrell, 1987) y es de esperar que esas mismas condiciones 
sean las requeridas para su aplicación en degradación de compuestos 
contaminantes de suelos y aguas (Paszczynski y Crawford, 1995). Sin 
embargo, otros hongos, como los del género Pleurotus, son capaces de 
hacerlo con menos requerimientos ambientales. Además, en algunas 
especies como P. eryngii, el hábitat natural es el suelo, lo que supone 
una ventaja a la hora de implementar tratamientos in situ en suelos 
contaminados. 
Existen numerosas referencias acerca de la degradación y minera-
lización de compuestos tóxicos, como HAP o clorofenoles, llevada a 
cabo por cultivos de hongos del género Pleurotus (Ansoy y Kolankaya, 
1997; Amitai et al., 1998; Lau et al., 2003; Law et al., 2003). En la 
mayoría de los casos se han implicado a las enzimas del sistema 
ligninolítico en el proceso de degradación extracelular de éstos com-
puestos. Sin embargo, también se ha detectado la falta de conexión en-
tre la producción de estas enzimas y la degradación de compuestos 
xenobióticos (Bezalel et al., 1996a; Schützendübel et al., 1999), además 
de la presencia de los metabolitos que provendrían de reacciones cata-
lizadas por enzimas no ligninolíticas durante estos procesos (Bezalel et 
al., 1996b; Bezalel et al., 1996c). 
Por último, también comentar que se han desarrollado estudios de 
degradación y mineralización de compuestos xenobióticos en cultivos 
de fermentación en estado sólido. De esta manera se simularía la forma 
de colonización y el patrón de crecimiento de los hongos en el suelo. 
Estos experimentos se han llevado a cabo usando residuos lignocelu-
lósicos como soporte para el crecimiento de estos hongos (Wolter et al., 
1997a; Wolter et al., 1997b; Martens et al., 1999). La mezcla de residuos 
agrícolas con suelos contaminados es una práctica utilizada en estrate-
gias de biorremediación para potenciar el crecimiento de los organis-
mos autóctonos, ya que estimula el crecimiento de éstos al ser una 
fuente de nutrientes, además de aumentar la aireación y capacidad de 
retención de agua del suelo (Blackburn y Hafker, 1993). En el caso de 
los hongos del género Pleurotus, experimentos de fermentación en 
estado sólido utilizando paja de trigo han puesto de manifiesto su 
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capacidad para colonizar el sustrato y expresar su sistema ligninolítico 
(Valmaseda et al., 1991; Camarero et al., 1997). 
1.4.2. Enzimas ligninolíticas en biotecnología 
El empleo de las enzimas ligninolíticas aparece como una alternativa a 
la utilización del microorganismo completo en los procesos biotecno-
lógicos. Además, también suponen una alternativa frente al uso de 
compuestos químicos que, en determinadas industrias, como la 
alimentaria, suscitan un cierto rechazo entre los consumidores. Por 
otro lado, el uso de enzimas en procesos industriales aporta un mayor 
control sobre el producto final generado, condicionado principalmente 
por la especifidad y estereoselectividad de estos catalizadores biológi-
cos. 
Con respecto a las enzimas ligninolíticas, se ha descrito la implica-
ción de la lignina peroxidasa en reacciones de oxidación de los HAP 
pireno y benzo(a)pireno, y del compuesto organoclorado dibenzo-p-
dioxina (Hammel et al., 1986; Haemmerli et al., 1986), dando lugar a los 
correspondientes radicales catiónicos. Otros ejemplos encaminados a la 
biorremediación incluyen la oxidación de colorantes sintéticos por este 
tipo de peroxidasas (Paszczynski y Crawford, 1991). 
También se ha descrito la implicación de la manganeso peroxidasa 
en la degradación de HAP con altos potenciales de ionización, como el 
fenantreno y fluoreno, a través de un mecanismo que implica 
peroxidación de lípidos insaturados en presencia de la enzima y Mn2+ 
(Moen y Hammel, 1994; Bogan et al., 1996). Sin embargo, la oxidación 
de clorofenoles por esta enzima, en el caso de L. edodes, solo requiere la 
oxidación de Mn2+ a Mn3+ que, una vez estabilizado en forma de quela-
tos, es el responsable de la degradación de estos compuestos (Grabski 
et al., 1998). Otro ejemplo es la degradación de colorantes azo por 
peroxidasas versátiles, como es el caso de las descritas en P. eryngii y B. 
adusta (Heinfling et al., 1998). En estas enzimas, la capacidad de oxidar 
Mn2+, aunque no lo requieran para cerrar su ciclo catalítico, expande 
aún más sus posibilidades debido al fuerte carácter oxidante del Mn3+ 
generado. 
Sin embargo, entre todas las enzimas implicadas en el proceso de 
degradación de lignina, quizás las lacasas hayan sido las enzimas más 
estudiadas a la hora de implementar procesos biotecnológicos. Estas 
enzimas presentan una amplia capacidad de actuar sobre sustratos 
fenólicos y aminas aromáticas. Además, el uso del sistema lacasa-
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mediador sustenta la base de su aplicabilidad a la hora de oxidar tam-
bién compuestos no fenólicos (Mayer y Staples, 2002). Otra caracterís-
tica importante que apoya su uso en aplicaciones biotecnológicas es la 
utilización de oxígeno molecular como aceptor de electrones. 
Debido al potencial biotecnológico de las lacasas, se han desarro-
llado estrategias encaminadas a la búsqueda de nuevas fuentes de 
producción, tanto en forma nativa, a partir de cultivos de basidiomice-
tos de podredumbre blanca, como en forma recombinante, utilizando 
sistemas de expresión heteróloga de genes de lacasa. Así, se han lle-
vado a cabo trabajos centrados en la utilización de diferentes inducto-
res para incrementar la producción homóloga, como el uso de iones 
Cu2+ en el caso de la lacasa de Trametes pubescens (Galhaup y Haltrich, 
2001) y P. ostreatus (Palmieri et al., 2000), o de compuestos aromáticos, 
como alcalilignina de paja de trigo, ácido 2,3-dimetoxibenzoico y ácido 
4-hidroxi-3-metoxibenzoico, en el caso de P. eryngii (Muñoz et al., 
1997a). En cuanto a los sistemas heterólogos, las lacasas han sido 
expresadas con éxito tanto en levaduras (Cassland y Jönsson, 2001; 
Soden et al., 2002) como en hongos filamentos (Yaver et al., 1999; 
Record et al., 2002). 
Las lacasas pueden utilizarse de forma directa, esto es, actuando 
como catalizadores en la eliminación o modificación de un sustrato de 
interés, o bien de forma indirecta, facilitando un proceso sin intervenir 
en el producto final. Un ejemplo interesante en el cual las lacasas no 
están implicadas directamente en la obtención del producto final es el 
uso de una cepa de Saccharomyces cerevisiae modificada genéticamente 
para producir la lacasa del hongo T. versicolor (Larsson et al., 2001). 
Mientras que S. cerevisiae es utilizada para generar etanol a partir de 
materiales lignocelulósicos, la expresión de actividad lacasa previene 
la inhibición en el crecimiento debida a la presencia de compuestos 
fenólicos que aparecen durante la degradación del sustrato. En rela-
ción a la intervención directa, un ejemplo podría ser el uso de lacasas 
en la clarificación de mosto de vino, jugos de frutas o cerveza, en los 
que los fenoles presentes en estos productos son eliminados tras su 
polimerización catalizada por lacasas (Servili et al., 2000; Minussi et al., 
2002). 
Aparte de estas aplicaciones alimentarias, uno de los campos más 
investigados ha sido el uso de las lacasas en el bioblanqueo enzimático 
de pastas de papel. El bioblanqueo consiste, a grandes rasgos, en la 
eliminación enzimática de la lignina residual presente en pastas de 
papel, con el objeto de mejorar sus propiedades papeleras. En el caso 
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de la utilización de lacasas, el proceso se basa en la combinación de la 
enzima con un mediador redox que, una vez oxidado, es capaz de 
reaccionar inespecíficamente con compuestos que no son sustratos 
naturales de la enzima. Existen numerosos ejemplos de esta aplicación 
en la literatura (Monteiro y de Carvalho, 1998; García et al., 2003; Arias 
et al., 2003; Camarero et al., 2004; Sigoillot et al., 2005). 
La degradación de colorantes industriales supone otro de los cam-
pos de aplicación importantes. Debido a su estructura química excep-
cionalmente estable, estos colorantes no son fácilmente atacables por 
microorganismos en tratamientos aeróbicos convencionales (Wong y 
Yu, 1999). Mediante el uso de lacasas, en presencia o no de mediadores, 
es posible llevar a cabo la degradación de diferentes tipos de coloran-
tes (Rodriguez et al., 1999; Almansa et al., 2004; Camarero et al., 2005). 
Otro ejemplo de aplicación es el empleo de lacasas en la oxidación 
de compuestos aromáticos recalcitrantes, como compuestos organoclo-
rados o HAP. En el caso de HAP, al tratarse de compuestos de natura-
leza no fenólica, que no son sustratos de las lacasas, se hace indis-
pensable el uso de mediadores para llevar a cabo su oxidación. Entre 
estos mediadores, los más comúnmente usados, HBT y ABTS, se han 
utilizado con éxito en la oxidación de benzo(a)pireno y antraceno por 
la lacasa de T. versicolor (Collins et al., 1996; Johannes et al., 1996). Una 
alternativa al uso de mediadores sintéticos es el uso de mediadores 
naturales como fenol, anilina, ácido 4-hidroxibenzoico o alcohol 4-
hidroxibenzílico, usados con igual eficiencia que el ABTS o el HBT en 
la degradación de diferentes HAP por la lacasa de T. versicolor 
(Johannes y Majcherczyk, 2000). 
Con respecto a los clorofenoles, al tratarse de compuestos fenólicos, 
no es necesaria la presencia de mediadores para llevar a cabo su degra-
dación, aunque su presencia puede favorecer el proceso. Ejemplos de 
degradación de estos compuestos son los tratamientos con lacasas de 
Coriolus versicolor para eliminar PCP (Ullah et al., 2000) o 2,4,6-tricloro-
fenol (Leontievsky et al., 2001). Este tipo de reacciones dan lugar a 
compuestos de tipo quinona e hidroquinona como resultado de la 
oxidación del anillo aromático y su posterior hidratación. 
1.5. BIOQUÍMICA DE LACASAS 
1.5.1. Lacasas y su función biológica 
Las lacasas son proteínas ubicuas que catalizan reacciones de oxida-
ción en una gran variedad de organismos. Pertenecen a un tipo de 
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metaloproteínas denominadas oxidasas multicobre (Solomon et al., 
1996), entre las que se incluyen otras enzimas como la ascorbato 
oxidasa de plantas o la ceruloplasmina presente en el plasma san-
guíneo de mamíferos (Gray et al., 2000). 
Las lacasas fueron descritas por primera vez en exudados del árbol 
japonés del barniz (Rhus vernicifera) (Yoshida, 1883). Se encuentran 
distribuidas tanto en organismos eucariotas (Hopkins y Kramer, 1992; 
Mayer y Staples, 2002; Dittmer et al., 2004), como en eubacterias 
(Givaudan et al., 1993; Sánchez-Amat et al., 2001; Martins et al., 2002), 
actinomicetos (Endo et al., 2002) e incluso arqueobacterias (Claus, 2003), 
presentando una función muy diversificada dependiendo del tipo de 
organismo. 
En plantas, por ejemplo, las lacasas están implicadas en una res-
puesta primaria a heridas; tras la herida, el árbol del barniz secreta un 
látex que, en contacto con el aire, polimeriza en una reacción depen-
diente de lacasa, formándose una película protectora (Davies y Ducros, 
2001). En los tejidos leñosos, las lacasas formarían parte del sistema de 
síntesis de lignina (Bao et al., 1993; Ranocha et al., 1999). 
En hongos, las lacasas presentan otras funciones. Así, el ascomiceto 
Aspergillus nidulans posee, al menos, dos lacasas, una de ellas impli-
cada en la coloración verde de los conidios (Aramayo y Timberlake, 
1990), y otra expresada en los extremos de la hifa, con una posible fun-
ción en la síntesis de la pared celular (Scherer y Fischer, 2001).  
También se ha descrito el papel de las lacasas en patogénesis, donde 
podrían estar relacionadas con el ataque inicial al hospedador por 
hongos fitopatógenos (Lewis y Yamamoto, 1990). Así, la inhibición de 
la actividad lacasa en el hongo Botrytis cinerea previene la infección en 
curcubitáceas (Viterbo et al., 1993). En el hongo patógeno humano 
Cryptococcus neoformans, causante de la criptocociosis, y uno de los 
principales patógenos oportunistas en enfermos inmunodeprimidos, la 
actividad lacasa aparece como uno de los principales factores de 
virulencia (Zhu y Williamson, 2004).  
Uno de los campos en los que más se ha investigado acerca de la 
función de las lacasas es en la degradación de lignina por basidiomice-
tos de podredumbre blanca, ya que, como ya ha sido comentado, algu-
nos de los hongos ligninolíticos capaces de degradar la lignina y otros 
compuestos recalcitrantes solo expresan este tipo de enzimas (Eggert et 
al., 1996b; Saparrat et al., 2002). Además, aunque se han descrito en 
otros hongos, los basidiomicetos de podredumbre blanca presentan 
mayores niveles de expresión y lacasas con potenciales de oxidorre-
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ducción más altos, características muy importantes a la hora de desa-
rrollar aplicaciones biotecnológicas. 
Aunque no existe ninguna duda de la implicación de las lacasas en 
el proceso de degradación de la lignina (Claus, 2004), su función no 
está clara. Estas enzimas podrían participar a través de la activación de 
mediadores de bajo peso molecular (Bourbonnais et al., 1995; Srebotnik 
y Hammel, 2000) o bien, junto con oxidasas productoras de H2O2, en la 
formación de especies activas de oxígeno, como radical hidroxilo, que 
actuaría como un agente oxidante difusible (Guillén et al., 2000). Por 
otro lado, podrían ejercer una función protectora, facilitando la polime-
rización de especies reactivas producidas durante el proceso de de-
gradación de la lignina y así proteger al hongo de la acción de estos 
radicales (Thurston, 1994), función que sería suplementada en cepas no 
productores de esta enzima mediante la secreción de glucano (Bes et al., 
1987). 
1.5.2. Propiedades bioquímicas de las lacasas 
Las lacasas son proteínas N-glicosiladas con un contenido en carbo-
hidratos que representa entre el 10% y el 45% de la masa de la 
molécula (Thurston, 1994). Generalmente, aparecen en forma monomé-
rica, con una masa molecular entre 36 kDa y 80 kDa, aunque la 
mayoría se encuentra entre 50-70 kDa (Thurston, 1994). También se 
han identificado formas multiméricas, como la lacasa de Agaricus 
bisporus, descrita como dímeros de subunidades idénticas, o la lacasa 1 
de Podospora anserina, que aparece en forma de tetrámeros (Thurston, 
1994). 
Las lacasas son proteínas muy estables. Presentan un pI entre 2,6 y 
4,5, y su máxima actividad varía en un amplio rango de pH, entre 2,0 y 
8,5 (Thurston, 1994; Leonowicz et al., 2001; Wesenberg et al., 2003). 
Como ya ha sido comentado, las lacasas catalizan la eliminación de un 
electrón y un protón de grupos hidroxilo fenólicos o de grupos amino 
aromáticos, para formar radicales fenoxilo y amino, respectivamente 
(Leonowicz et al., 2001). Estas enzimas pueden oxidar numerosos com-
puestos como p-difenol, aminofenoles, polifenoles, poliaminas, y aril 
diaminas (Yaropolov et al., 1994), presentando un potencial de oxido-
rreducción que varía entre 500 y 800 mV (Xu et al., 1996; Xu, 1996; 
Schneider et al., 1999; Xu et al., 2000; Wesenberg et al., 2003). Los pro-
ductos iniciales de oxidación son bastante inestables, pudiendo sufrir 
reacciones espontáneas de hidratación y desprotonación, dando lugar 
Introducción 
25 
a compuestos insolubles de tipo melanina (Thurston, 1994), o produ-
ciendo radicales que pueden reaccionar entre si originando dímeros, 
oligómeros o polímeros covalentemente unidos mediante enlaces C-C, 
C-O y C-N (Claus, 2004). Estas enzimas también llevan a cabo 
reacciones de desmetilación en el polímero de lignina y sobre ácidos 
metoxifenólicos (Kirk y Farrell, 1987). En caso de compuestos sustitui-
dos, la reacción puede ir acompañada de deshalogenaciones, carac-
terística en la que se basa el uso potencial de las lacasas para de-
toxificar compuestos contaminantes. Al contrario que otras oxidorre-
ductasas, las lacasas oxidan directamente el oxigeno molecular a agua 
a través de un mecanismo de transferencia de cuatro electrones. 
El amplio espectro de sustratos susceptibles de ser oxidados por las 
lacasas hace que la presencia de datos respecto a su cinética sea 
enorme, aunque solo unos pocos sustratos han sido tomados como 
modelos de oxidación por estas enzimas. Entre estos se encuentran el 
ABTS, la siringaldizina (4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido azina) o el 
2,6-dimetoxifenol (Johannes y Majcherczyk, 2000), que también 
pueden ser oxidados por peroxidasas en presencia de H2O2 (Claus, 
2003). La comparación del consumo de O2 con la oxidación del sustrato 
reductor rinde un relación típica de cuatro moléculas de sustrato por 
molécula de O2 (Davies y Ducros, 2001).  
1.5.3. Mecanismo catalítico de las lacasas 
Las oxidasas multicobre se caracterizan por la presencia de varios 
átomos de cobre en su estructura, en estado Cu2+ de oxidación. Estos 
átomos de cobre se agrupan en tres tipos diferentes de centros de cobre: 
tipo 1, tipo 2 y tipo 3. Las lacasas son el miembro más sencillo dentro 
de las oxidasas multicobre, presentando un único centro de cobre de 
cada tipo (Solomon y Lowery, 1993). Estos centros de cobre se 
caracterizan de la siguiente manera: 
• Tipo 1 (T1 o cobre azul): confiere el característico color azul 
de estas enzimas (también llamadas oxidasas de cobre azul) 
debido a una unión covalente del átomo de cobre con un resi-
duo de cisteína del esqueleto proteico (Claus, 2004). El pico 
de absorbancia máximo está alrededor de 600 nm. El átomo 
de cobre presenta propiedades paramagnéticas en estudios 
de EPR (Leontievsky et al., 1997).  
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• Tipo 2 (T2): no confiere ningún color aunque si es detectable 
por técnicas de EPR.  
• Tipo 3 (T3): se trata de un centro de cobre binuclear, es decir, 
con dos átomos de cobre asociados. Los centros de cobre T3 
presentan una ligera absorción a 330 nm y un carácter dia-
magnético debido al acoplamiento antiferromagnético de los 
dos átomos de cobre, mediado por un hidroxilo que actúa 
como puente, lo que provoca la ausencia de señal en estudios 
de EPR (Palmer et al., 2001; Claus, 2004). En las lacasas y 
otras oxidasas de cobre azul los centros T2 y T3 se asocian 
formando un centro de cobre trinuclear considerado como un 
híbrido T2/T3 (McGuirl y Dooley, 1999).  
En la Fig. 1.6 se muestra el ciclo catalítico de oxidorreducción lleva-
do a cabo por las lacasas. En estas enzimas, los diferentes centros de 
cobre actuarían conduciendo electrones desde un sustrato reductor 
hasta el oxígeno molecular de una manera controlada, sin la formación 
de intermediarios tóxicos (Palmer et al., 2001). Esta reacción tiene lugar 
a través de cuatro oxidaciones monoelectrónicas del sustrato catali-
zadas en el centro de cobre T1, el cual media la transferencia electró-
nica hasta el centro T2/T3, donde tiene lugar la unión y reducción del 
oxigeno molecular a agua (McGuirl y Dooley, 1999; Davies y Ducros, 
2001). Este primer paso de reducción del centro T1 por el sustrato 
constituye el paso limitante en el ciclo global de oxidorreducción de las 
lacasas (Xu, 1996; Solomon et al., 1996). 
Con respecto a la reducción del O2, el centro trinuclear T2/T3, redu-
cido completamente (Fig. 1.6 A), reaccionaría con el oxígeno para dar 
lugar a un intermediario tipo peróxido, en un paso de reducción con 2 
electrones, dónde el átomo de cobre de tipo 2 y uno de los átomos de 
cobre de tipo 3 estarían unidos mediante un enlace hidroperóxido (Fig. 
1.6 B) (Solomon et al., 1996). Este intermediario se activaría para llevar 
a cabo una reducción adicional, dando lugar a un intermediario tipo 
nativo (Fig. 1.6 C) dónde los dos átomos de cobre anteriores estarían 
unidos mediante un producto tipo oxo o tipo hidroxilo (Solomon et al., 
2001). La formación del intermediario nativo implicaría la ruptura del 
enlace O-O de la molécula de dioxígeno a través de la transferencia de 
2 electrones (Palmer et al., 2001). Así, la reducción del oxígeno con 4 
electrones tendría lugar a través de dos pasos de reducción con 2 elec-
trones cada uno. Por último, el intermediario nativo se relajaría 
lentamente dando lugar a la enzima en estado de reposo (Fig. 1.6 D) o 
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bien sería rápidamente reducido por el sustrato hacia un turnover 
adicional. 
De forma global, se ha propuesto un mecanismo catalítico de tipo 
ping-pong bisustrato en dos sitios (Petersen y Degn, 1978), lo que 
significa que los productos son liberados antes de que tenga lugar la 
unión de nuevos sustratos. 
1.5.4. Biología molecular y estructura de las lacasas 
La primera secuencia de cDNA de lacasas fue descrita en el año 1986 
en el hongo Neurospora crassa (Germann y Lerch, 1986) y desde esa fe-
cha se han descrito numerosas secuencias, tanto en procariotas como 
en eucariotas (más de 1200 entradas en la base de datos de secuencias 
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Figura 1.6. Ciclo catalítico de la oxidación con oxígeno por lacasa, adaptado 
de Solomon et al., 2001, en el que se muestran los diferentes intermediarios 
durante la reducción de O2 a H2O. 
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de nucleótidos del EMBL, con más de la mitad pertenecientes a hon-
gos). 
Estas secuencias muestran un patrón común, en el sentido que todas 
ellas codifican para una cadena polipeptídica de entre 520-550 
aminoácidos, incluyendo el péptido de secreción en el extremo amino 
terminal (Thurston, 1994). El alineamiento de secuencias de lacasas de 
hongos ha mostrado que los dominios de unión al cobre están alta-
mente conservados (Kumar et al., 2002), incluso cuándo el resto de la 
secuencia de aminoácidos posee una baja similitud (Claus, 2003). 
Dentro de estos dominios conservados se sitúan diez residuos de 
histidina y un residuo de cisteína implicados en la coordinación de los 
átomos de cobre. 
Estos aminoácidos y su distribución a lo largo de la cadena poli-
peptídica (dos histidinas cerca del extremo amino terminal y el resto 
cerca del extremo carboxilo), están muy conservados en las secuencias 
de lacasas y también en la ascorbato oxidasa (Thurston, 1994). 
A pesar de su amplia variedad, las oxidasas multicobre presentan 
un plegamiento común constituido por tres bloques que, probable-
mente, evolucionaron de un antecesor único (Murphy et al., 2000). En 
la Fig. 1.7 se muestran las estructuras de diferentes lacasas descritas en 
la bibliografía, dos de basidiomicetos (T. versicolor y Coprinus cinereus), 
una de un ascomiceto (Melanocarpus albomyces) y una bacteriana 
(Bacillus subtilis). Tomando como ejemplo la estructura de la lacasa de 
T. versicolor (Fig. 1.7 A, PDB 1gyc), estas enzimas estarían configuradas 
en tres dominios (D1, D2 y D3) con arquitectura tipo barril-β, topología 
muy relacionada con pequeñas proteínas de cobre como la azurina o la 
plastocianina (Fig. 1.8) (Murphy et al., 2000). El cluster trinuclear, 
formado por los dos átomos de cobre de tipo 3 y un átomo de cobre de 
tipo 2, se encontraría embebido entre los dominios 1 y 3, que 
proporcionarían los residuos de histidina implicados en la coordi-
nación de estos átomos. 
El centro de cobre T1 se sitúa en la zona más expuesta del dominio 3 
y es donde tendría lugar la oxidación del sustrato; este se une en una 
cavidad rica en residuos hidrofóbicos cerca del centro de cobre T1 
(Bertrand et al., 2002; Enguita et al., 2004), que además incluye una se-
rie de residuos cargados negativamente que estabilizarían el radical 
catiónico formado a partir del sustrato durante el ciclo catalítico 
(Piontek et al., 2002). 
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Figura 1.7. Estructuras tridimensionales de las lacasas de los basidiomicetos 
T. versicolor (A, PDB 1gyc, Piontek et al., 2002) y C. cinereus (B, PDB 1a65, 
Ducros et al., 1998); del ascomiceto M. albomyces (C, PDB 1gw0, Hakulinen 
et al., 2002); y de la bacteria B. subtilis (D, PDB 1gsk, Enguita et al., 2003). 
Los átomos de cobre se muestran como esferas negras.  
Estudios con la estructura de la lacasa de T. versicolor, cristalizada 
con un sustrato aromático, sugieren que la transferencia de electrones 
desde el sustrato a la proteína tendría lugar a través de una de las 
histidinas que ligan el átomo de cobre de tipo 1, que actuaría como 
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puerta de entrada de los electrones al centro activo (Bertrand et al., 
2002). En el caso de la lacasa de B. subtilis, el residuo His497 (ligando 
del cobre de tipo 1) facilitaría la transferencia de electrones desde el 
sustrato hasta la Cis492 (otro de los ligandos del átomo de cobre de 
tipo 1; Enguita et al., 2004). El camino seguido posteriormente por los 
electrones entre el centro de cobre de tipo 1 y el cluster trinuclear 
T2/T3 sería a través del tripéptido His-Cys-His, altamente conservado 
en los oxidasas de cobre azul (Garavaglia et al., 2004), aunque estudios 
en la lacasa de T. versicolor apoyan la idea de una transferencia espacial 
sin necesidad de una ruta óptima a través de residuos seleccionados 
evolutivamente (Bertrand et al., 2002). Cada una de estas histidinas 
transferiría los electrones a uno de los átomos de cobre de tipo 3. 
Existe una clara diferencia a nivel de los ligandos del cobre de tipo 1 
entre la lacasa y otras oxidasas multicobre, como la ascorbato oxidasa. 
Aparte de las dos histidinas y la cisteína, en la ascorbato oxidasa existe 
un cuarto aminoácido, un residuo de metionina, que actúa como ligan-
do axial (Messerschmidt et al., 1992) y que en la mayoría de las secuen-
cias de lacasas fúngicas está sustituido por un residuo de leucina o de 
fenilalanina. Este residuo se encuentra diez aminoácidos corriente 
abajo del residuo de cisteína encargado de coordinar el cobre de tipo 1 
y se ha propuesto que la presencia de aminoácidos hidrofóbicos en 
esta posición elevaría el potencial redox mediante la desestabilización 
del átomo de cobre (como en las lacasas fúngicas), mientras que ligan-
dos fuertes lo bajarían, estabilizando al átomo de cobre (Gray et al., 
2000).  
En base a estudios realizados con la estructura de la lacasa de T. 
versicolor, se ha propuesto un efecto modulador del potencial redox del 
átomo de cobre de tipo 1 a través de una elongación de la distancia en-
tre este y el átomo de nitrógeno del grupo imidazol de uno de los resi-
duos de histidina que actúa como ligando (His458 en la lacasa de T. 
versicolor). La existencia de una mayor distancia tendría como conse-
cuencia una menor contribución del par de electrones libres del átomo 
nitrógeno hacia el cobre, lo cual conllevaría a una mayor deficiencia 
electrónica de este, desestabilizándolo en los estados de oxidación altos 
y, por tanto, incrementando el potencial redox (Piontek et al., 2002). La 
elongación estaría mediada por la existencia de un puente de hidró-
geno entre un residuo de glutámico (Glu460) y una serina (Ser113) 
situada en el dominio opuesto. Esta teoría surge de las diferencias 
estructurales encontradas entre la lacasa de T. versicolor y la de C. 
cinereus, de menor potencial redox y que carece de un residuo de 
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serina capaz de generar el puente de hidrógeno. Este posible efecto 
modulador sobre el potencial redox también ha sido propuesto como 
el principal determinante estructural que modula el potencial redox 
del centro de cobre T1 en la lacasa del basidiomiceto Rigidoporus 
lignosus, recientemente cristalizada (Garavaglia et al., 2004). 
 
Figura 1.8. Diagrama de la estruc-
tura tridimensional de la plasto-
cianina, en donde el cobre de tipo se 
muestra como una esfera gris. 
En relación al cluster trinuclear T2/T3, los átomos de cobre están 
generalmente coordinados a un patrón de cuatro motivos His-X-His, 
altamente conservado en todas las oxidasas multicobre (Garavaglia et 
al., 2004). Así, seis residuos de histidina coordinarían la pareja de 
cobres T3, mientras que el cobre T2 estaría coordinado con los otros 
dos residuos de histidina. El cobre T2 estaría además coordinado por 
un hidróxido y el ligando derivado de agua en esta forma hidróxido 
estaría estabilizado por una red de puentes de hidrógeno en la que 
participarían, además de una molécula de H2O, un residuo de ácido 
aspártico y un residuo de glicina (Asp73 y Gly63 en la lacasa de R. 
vernicifera). Por otro lado, la carga aniónica en la vecindad del cluster 
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trinuclear (aportada por cuatro residuos conservados de ácido 
aspártico y ácido glutámico) estabilizaría su alta carga positiva y 
modularía sus propiedades redox y posiciones de coordinación libres, 
contribuyendo a la reactividad de este cluster con el oxígeno molecular 
(Quintanar et al., 2005). 
Datos acerca de la estructura de lacasas sugieren la existencia de dos 
canales de acceso del solvente a los centro de cobre de T2 y T3, uno 
más ancho que conduciría al centro de cobre de T3 y otro más estrecho 
que conduciría al T2 (Ducros et al., 1998; Piontek et al., 2002; Hakulinen 
et al., 2002; Enguita et al., 2003). Estos canales estarían bien adaptados 
para permitir que las moléculas de oxígeno tengan un acceso rápido al 
complejo trinuclear, facilitando la liberación de agua (Piontek et al., 
2002). 
1.6. OBJETIVOS GENERALES DEL PRESENTE TRABAJO 
En este trabajo se plantea la búsqueda de nuevas aplicaciones de los 
hongos de podredumbre blanca del género Pleurotus basadas en sus 
capacidades ligninolíticas. Así, los objetivos generales del presente tra-
bajo son los siguientes: i) comprobar la capacidad de los hongos del 
género Pleurotus para transformar y mineralizar compuestos que 
provocan daños medioambientales; ii) determinar la participación de 
las enzimas ligninolíticas en la transformación de estos compuestos, 
utilizando las lacasas y peroxidasas, previamente caracterizadas en P. 
eryngii; iii) aislar y caracterizar los genes de lacasas de P. eryngii, con el 
objeto de completar la caracterización molecular de las enzimas 
ligninolíticas secretadas por este hongo; y iiii) desarrollar herramientas 
de expresión heteróloga de los genes de lacasa con el fin de facilitar y 
ampliar sus posibilidades de aplicación biotecnológica. 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1. MICROORGANISMOS 
2.1.1. Cepas fúngicas 
En la Tabla 3.1 se detallan las principales características de las cepas 
fúngicas utilizadas en este trabajo. 
Tabla 3.1. Cepas fúngicas. 
Phyllum Organismo Cepa Colección y/o genotipo 
Pleurotus eryngii IJFM A-169 CBS 613.91 
Pleurotus pulmonarius IJFM A-578 CBS 507.85 
Pleurotus ostreatus IJFM A-579 CBS 411.71 
Basidiomycota 
Pleurotus sajor-caju IJFM A-584 CCBAS 666 
N402 
cspA1, mutante con baja 
capacidad de esporulación 
proveniente de ATCC9029 
(Bos et al., 1988) Ascomycota Aspergillus niger 
MGG029∆∆ prtT ∆glaA::fleo
r,∆aamA::pyr
(Weenink et al., 2006) 
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2.1.2. Cepas bacterianas 
Las principales características de las cepas bacterianas utilizadas en 
este trabajo se describen en la Tabla 3.2.  
Tabla 3.2. Cepas bacterianas. 
Organismo Cepa Genotipo 
DH5α supE44, ∆lacU169, hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, relA1 
XL10-Gold Tet
r, ∆(mcrA)183, ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, 
endA1, supE44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1, lac
MRA XL1 Blue ∆(mcrA)183, ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44, thi-1, gyrA96, relA1, lac 
Escherichia coli 
MRA XL1 Blue (P2) MRA XL1-Blue (P2 lysogen) 
2.2. VECTORES GÉNICOS 
A continuación se describen los vectores génicos utilizados en el pre-
sente trabajo: 
• pBluescript II SK +/- (Stratagene): fagémido derivado de pUC19 
(2.961 pb) y utilizado como vector de clonación. 
• pAN52-1-Not1 (clave de acceso GenBank Z32697): vector de 
expresión (5.760 pb) en Aspergillus niger. Para su propagación en 
Escherichia coli es portador del gen de resistencia a ampicilina. La 
expresión en A. niger es dirigida por el promotor de la 
gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa de A. nidulans (PgpdA) y 
por el terminador transcripcional trpC. 
• pAN52-4 (clave de acceso GenBank Z32750): vector de expresión 
(5.721 pb) en A. niger. Para su propagación en E. coli es portador 
del gen de resistencia a ampicilina. La expresión en A. niger es 
dirigida por el mismo promotor que en pAN52-1. Sin embargo, 
pAN52-4 es portador de la secuencia señal del gen de la 
glucoamilasa de A. niger, lo que permite la secreción de la pro-
teína cuyo gen ha sido clonado en este vector. 
• pGEM-T Easy (Promega): vector de clonación directa de produc-
tos derivados de PCR (3,0 Kpb). Lleva incorporado un marcador 
de resistencia a ampicilina. 
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• p3SR2: vector de expresión (9,3 Kpb) en Aspergillus. Este gen es 
portador de la secuencia del gen amdS de A. nidulans, que codifica 
para la acetamidasa, clonada en el vector pBR322. La actividad 
acetamidasa permite a las cepas portadoras de A. niger crecer más 
rápidamente en un medio con acetamida como única fuente de 
carbono (Kelly y Hynes, 1985). 
• Lambda EMBL3 (λEMBL3, Stratagene): vector basado en el 
bacteriófago lambda capaz de admitir fragmentos de DNA con 
extremos compatibles con la diana de restricción BamH I y de ta-
maño entre 9 y 23 Kpb. 
2.3. MEDIOS DE CULTIVO 
Salvo que se indique lo contrario, los medios de cultivo se esterilizaron 
a 110 ºC, 30 min. 
2.3.1. Medios generales 
• Medio agar malta: medio sólido para el mantenimiento de basi-
diomicetos: 
Componente  
Extracto de malta 20 g/L 
Agar 15 g/L 
• Medio PDY: medio para el crecimiento de basidiomicetos: 
• Medio glucosa-peptona-extracto de levadura: medio para el cre-
cimiento de basidiomicetos: 
                                                 
1 Extracto de patata: a 500 g de patatas (peladas y troceadas) se añadie un litro de agua destilada 
y la mezcla se autoclava durante 30 min a 110 ºC. El extracto obtenido se filtra a través de una 
gasa, para eliminar los restos de patata, y se puede guardar congelado (-20 ºC). 
Componente  
1Extracto de patata 200 mL/L 
Glucosa 10 g/L 
Extracto de levadura  5 g/L 
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 Componente  
Glucosa 20 g/L 
Peptona 5 g/L 
Extracto de levadura 2 g/L 
KH2PO4 1 g/L 
MgSO4·7H2O 0,5 g/L 
Ajustar el pH a 5,5 con NaOH 10 N. 
• Medio paja de trigo: medio para basidiomicetos constituido 
únicamente por paja de trigo, triturada y tamizada (aproximada-
mente 1 mm de largo), y agua destilada (6 mL/g de paja). 
• Medio Luria-Bertani (LB): medio para el crecimiento de bacterias.  
Componente  
NaCl 10 g/L 
Triptona peptona 10 g/L 
Extracto de levadura  5 g/L 
Se puede añadir un marcador de selección 
(ampicilina, tetraciclina, etc.) a la concentración ade-
cuada y/o agar (15 g/L) para obtener un medio só-
lido. 
• Medio Φ broth: medio para el crecimiento de bacterias:  
Componente  
Triptona peptona 20 g/L 
Extracto de levadura 5 g/L 
MgSO4·7H2O 4 g/L  
KCl 7,5 g/L 
Ajustar el pH a 7,6 con KOH. 
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• Medio completo (MC): medio de crecimiento para ascomicetos, 
utilizado en forma líquida o sólida (añadiendo 15 g/L de agar): 
Componente  
Glucosa 10 g/L 
Casaminoácidos  1 g/L  
Extracto de levadura  5 g/L 
MgSO4 0,5 g/L 
Tras autoclavar el medio, se añaden las soluciones de 
sales con nitrógeno y los elementos traza (esteriliza-
dos por filtración), a una concentración final 1 X: 
- Solución de sales con nitrógeno (50 X): 
Componente  
KCl 2,6 g/L 
KH2PO4 7,5 g/L 
NaNO3 280 g/L 
Ajustar el pH a 5,5 con KOH 5 M. 
- Elementos traza (1000 X): 
Componente  
ZnSO4·7H2O 22 g/L 
MnCl2·4H2O 5 g/L 
FeSO4·7H2O 5 g/L 
CoCl2·6H2O 1,6 g/L 
CuSO4·5H2O 1,6 g/L 
Na2MoO4·2H2O 7,5 g/L 
EDTA (sal disódica) 50 g/L 
2.3.2. Medios selectivos 
Medios que, debido a su formulación, solo permiten el crecimiento de 
cepas portadoras de alguna característica selectiva. 
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• Agar acetamida A: medio de selección de transformantes portado-
res del gen amdS. Su composición es la siguiente: 
Componente  
Sacarosa 325 g/L 
MgSO4 0,25 g/L 
Agar 12 g/L 
Una vez autoclavado y atemperado, se añaden la 
solución de elementos trazas del medio MC, a una 
concentración 0,5 X, una solución sales sin nitrógeno a 
una concentración 1 X, acetamida 0,6 g/L y CsCl2 a 
una concentración 1,7 g/L.  
- soluciones stock de acetamida y CsCl2: se prepararon a una 
concentración 10 X (6 g/L y 17 g/L, respectivamente) y se 
esterilizaron por filtración. 
- solución de sales sin nitrógeno (50 X): 
Componente  
KCl 2,6 g/L 
KH2PO4 7,5 g/L 
Ajustar el pH a 5,5 con KOH 5 M. 
• Agar acetamida B: al igual que en el caso anterior, se utiliza en la 
selección de transformantes portadores del gen amdS: 
Componente  
Glucosa 10 g/L 
MgSO4 0,5 g/L 
Agar 12 g/L 
Una vez autoclavado y atemperado, añadir la solu-
ción de sales sin nitrógeno, la de elementos traza a 
concentración 1 X y la acetamida a una concentración 
final de 0,6 g/L. 
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• Agar acetamida ABTS: medio de selección de transformantes por-
tadores del gen amdS y del gen codificante para lacasa: 
Componente  
Glucosa 10 g/L 
MgSO4 0,5 g/L 
Agar 12 g/L 
Una vez autoclavado y atemperado, se añaden, a 
una concentración final de 1 X, las soluciones de 
elementos traza y de sales sin nitrógeno, la de 
acetamida (0,6 g/L) y la de ABTS (0,55 g/L), esteri-
lizadas por filtración. 
2.4. MANTENIMIENTO Y CULTIVO DE MICROORGANIS-
MOS 
2.4.1. Mantenimiento de bacterias 
Los cultivos stock de las diferentes cepas de E. coli se prepararon de la 
siguiente manera: tras el crecimiento de la bacteria en medio LB líqui-
do, a 37 ºC y durante toda la noche, se tomó 1 mL de ese cultivo, se 
centrifugó durante 1 min a 13.000 rpm y el precipitado celular se 
resuspendió en una solución de glicerol al 20% (v/v) en medio LB 
líquido estéril. La suspensión celular se guardó a -80 ºC hasta su uso. 
2.4.2. Crecimiento de bacterias 
Salvo que se indique lo contrario y con independencia de la composi-
ción del medio de cultivo, las bacterias se crecieron a 37 ºC en agitación 
fuerte (200-250 rpm). 
2.4.3. Mantenimiento de hongos 
2.4.3.1. Mantenimiento y conservación de basidiomicetos 
Tras su inoculación en tubos de agar malta inclinado, las diferentes 
cepas fueron incubadas a 28 ºC hasta una completa colonización de 
toda la superficie del agar, manteniéndose a 4 ºC hasta su uso posterior. 
Para su conservación, una vez crecido el hongo en medio agar malta, 
con un antibiótico (benomilo 3 g/L) y un acaricida (dieldrin 40 mg/L), 
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los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente cubriendo la superfi-
cie del cultivo con glicerol.  
2.4.3.2. Mantenimiento y conservación de ascomicetos 
Se mantuvieron en forma de suspensiones de esporas, conservadas a 4 
ºC hasta su uso. Para la obtención de estas suspensiones, se inocularon 
placas de medio MC con agar y se incubaron hasta que se observó 
esporulación (4-5 días a 30 ºC). La superficie de los cultivos esporula-
dos se rascó con la ayuda de un escobillón de algodón y de una solu-
ción salina (NaCl 9 g/L). Posteriormente, esta suspensión se filtró a 
través de tejido Miracloth para eliminar restos de medio de cultivo y 
micelio, y se realizó un recuento del número de esporas con la ayuda 
de una cámara contadora de Thoma-Zeiss. 
Para la conservación a largo plazo, las soluciones de esporas se con-
gelaron a -80 ºC en una solución de glicerol 20% (v/v). 
2.4.4. Cultivo de hongos 
2.4.4.1. Cultivo de basidiomicetos 
Salvo que se indique lo contrario, las condiciones de cultivo fueron 28 
ºC y 180 rpm. Para la obtención de los inóculos, se sembró un matraz 
de medio líquido (generalmente medio glucosa-peptona-extracto de 
levadura) con micelio del hongo crecido en placa y se incubó en las 
condiciones descritas. Una vez crecido (5-6 días), el micelio se trituró 
durante 30-60 s a la mínima velocidad (Omnimixer, Sorvall) y el 
homogeneizado se utilizó como inóculo, en una relación 1/100 con 
respecto al volumen de medio de cultivo.  
En el caso de cultivos de fermentación en estado sólido (SSF), como 
inóculo se utilizaron pequeñas porciones o plugs (0,5 cm de lado) de 
medio sólido con la superficie del agar completamente colonizada por 
el hongo. Estos plugs se distribuyeron homogéneamente por la superfi-
cie del medio de cultivo. 
2.4.4.2. Cultivo de ascomicetos 
En general, los ascomicetos se cultivaron a 30 ºC y 300 rpm Como inó-
culo se utilizó una suspensión de esporas a una densidad de 106 
esporas por mL de medio de cultivo. 
Materiales y Métodos 
41 
2.5. DETERMINACIONES ANALÍTICAS 
2.5.1. Determinación de proteínas 
La determinación de la cantidad de proteínas presente en una muestra 
se realizó por el método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando el 
Protein Assay Dye Reagent de Bio-Rad. La determinación se llevó a cabo 
siguiendo las instrucciones del fabricante, usando como estándar 
albúmina de suero bovino a una concentración entre 2 y 20 µg/mL. La 
recta de calibración utilizada, lineal hasta valores de 0,6 de A595, fue: 
[proteínas (µg/mL)]= (A595 - 0,0127)/0,032 (R2= 0,996) 
2.5.2. Determinación de sustancias reductoras 
En la determinación de sustancias reductoras se siguió el método des-
crito por Somogyi y Nelson (Somogyi, 1945), basado en el cambio del 
estado de oxidación que experimenta el ión cúprico en medio alcalino 
al reaccionar con un azúcar reductor. La composición de los reactivos 
utilizados fue: 
• Somogyi I: en un volumen final de 800 mL se disuelven en 
H2O: 144 g de Na2SO4, 12 g de NaKC4H4O6·4H2O, 24 g de 
Na2CO3 y 16 g de NaHCO3. 
• Somogyi II: en un volumen final de 200 mL de H2O se disuel-
ven: 36 g de Na2SO4 y 4 g de CuSO2·5H2O. 
• Nelson: se disuelven 50 g de (NH4)6Mo7O24·4H2O en 900 mL 
de H2O y se añaden 42 mL de H2SO4 concentrado. A esta solu-
ción se le añaden 50 mL de una solución de Na2HAsO4·7H2O 
al 12%. La mezcla se mantiene a 37 ºC durante 48 h y después 
se conserva a temperatura ambiente. 
La determinación se llevó a cabo de la siguiente manera: se añaden 
0,2 mL de una mezcla 1:4 de los reactivos Somogyi I y Somogyi II sobre 
0,2 mL de la dilución adecuada de muestra y se hierve durante 15 min. 
Se deja enfriar y a continuación se añaden 0,2 mL de reactivo de 
Nelson, se agita y se añaden 2,4 mL de agua destilada. Por último, se 
mide la absorbancia a 540 nm y se compara con los valores obtenidos 
usando como muestra un estándar de glucosa (0,1-1,2 mM), cuya recta 
de calibración, lineal hasta valores de A540 de 0,7, fue: 
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[glucosa (mM)]= (A540 + 0,026)/6.229 (R2= 0,994) 
2.5.3. Determinaciones enzimáticas 
Una unidad enzimática se definió como la cantidad de enzima necesa-
ria para obtener un µmol de producto en un minuto. Esta actividad 
puede referirse a volumen de muestra o a cantidad de proteínas 
presentes en la muestra. 
• Actividad lacasa (LAC): a no ser que se diga lo contrario, se deter-
minó siguiendo espectrofotométricamente la oxidación de los si-
guientes sustratos en tampón acetato sódico 100 mM, pH 5,0: 
- 2,6-dimetoxifenol (10 mM), cuya oxidación da lugar a 
cerulignona. Este compuesto presenta un máximo de absor-
ción a 469 nm con un coeficiente de extinción molar (ε469) de 
27.500 M-1cm-1, referido a la oxidación de 2,6-dimetoxifenol. 
- ABTS (5 mM), cuyo producto de oxidación es un radical ca-
tiónico con un máximo de absorción a 436 nm y un ε436 de 
29.300 M-1cm-1. 
• Actividad peroxidasa versátil (PV): se determinó siguiendo la 
aparición del complejo Mn3+-tartrato a 238 nm como consecuencia 
de la oxidación de Mn2+ (MnSO4 0,1 mM) en presencia de H2O2 
(0,1 mM) y tampón tartrato sódico 100 mM, pH 5,0. El ε238 del 
complejo Mn3+-tartrato es de 6.500 M-1cm-1. 
• Actividad aril alcohol oxidasa (AAO): se determinó por la oxida-
ción alcohol veratrílico a veratraldehído, cuya aparición puede se-
guirse a 310 nm. La actividad se valoró usando alcohol veratrílico 
5 mM en tampón fosfato 100 mM, pH 6,0. El ε310 del veratralde-
hído es de 9.300 M-1cm-1. 
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2.6. DETERMINACIÓN DE LA DEGRADACIÓN DE COM-
PUESTOS CONTAMINANTES AROMÁTICOS 
2.6.1. Mineralización 
La mineralización es la oxidación total de un compuesto hasta CO2 y 
H2O. Midiendo la cantidad de alguno de estos productos de degrada-
ción se puede estimar el grado de oxidación que sufre el compuesto 
inicial. Así, partiendo de un compuesto marcado radiactivamente en 
su esqueleto carbonado, por ejemplo con 14C, se puede llegar a deter-
minar la cantidad de CO2 proveniente de su degradación como la 
cantidad de radiactividad presente en la atmósfera de cultivo (14CO2) 
durante un determinado periodo de tiempo. 
En base a este sistema, se estimó el grado de mineralización de los 
compuestos 2,4-diclorofenol y benzo(a)pireno por cultivos de diferen-
tes especies de Pleurotus. Se llevaron a cabo tanto experimentos en cul-
tivo líquido, usando medio glucosa-peptona-extracto de levadura, 
como en fermentación en estado sólido, usando medio de paja de trigo. 
Los cultivos se realizaron por triplicado en botellas cerradas hermética-
mente con tapón de rosca, las cuales disponían de un sistema de en-
trada y salida regulado mediante llaves. Así, la entrada de aire (libre 
de CO2) permitía desplazar toda la atmósfera del interior de la botella 
hacia un receptáculo donde el CO2 era atrapado con 4 mL de una solu-
ción de 2-feniletilamina:etanol:agua (2:1:1) (Fig. 2.1). La radiactividad 
de la muestra se determinó en un contador de centelleo (LKB 1219 
Rack-beta) tras la adición de 4 mL de líquido de centelleo (Ready-Safe, 
Beckman). La concentración final de cada uno de los compuestos pro-
blema fue 100 µM. En el caso de cultivo líquido, esta cantidad se aña-
dió a partir de soluciones stock en acetona que además contenían 
100.000 cpm de 2,4-dicloro[U-14C]fenol (5-15 mCi/mmol, American 
Radiolabeled Chemicals) o [7,10-14C]benzo(a)pireno (50 mCi/mmol, 
Amersham Biosciences). La cantidad añadida a los cultivos de fermen-
tación en estado sólido fue la misma, salvo que el stock en acetona se 
añadía sobre 10 g de arena de playa estéril para facilitar su dispersión 
por toda la superficie del cultivo. Como controles se utilizaron botellas 
sin inocular procesadas de la misma manera. 
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Figura 2.1. Dibujo esquemático del sistema de captura de 14CO2. 
2.6.2. Transformación: seguimiento por HPLC de fase reversa 
La degradación de 2,4-diclorofenol y benzo(a)pireno fue analizada 
siguiendo su transformación en cultivo líquido por las diferentes espe-
cies de Pleurotus o por las enzimas ligninolíticas, lacasa y peroxidasa 
versátil, purificadas a partir de cultivos de P. eryngii. 
En el caso de cultivos de Pleurotus, el compuesto problema se adicio-
nó sobre cultivos crecidos durante 5 días a una concentración final de 
100 µM, a partir de soluciones stock en acetona. La cuantificación de 
estos compuestos, así como la identificación de posibles productos 
procedentes de su transformación, se realizó mediante la técnica de 
HPLC usando una columna de fase reversa. Los análisis se llevaron a 
cabo con 2 mL de muestra del cultivo problema. Las muestras se 
sonicaron durante 1 min (Sonifier 450, Branson), se extrajeron con 5 mL 
de acetonitrilo en oscuridad (1 h, 50 rpm), se centrifugaron (10 min, 
13.000 rpm) y el sobrenadante se analizó por HPLC. Como controles se 
utilizaron cultivos autoclavados (110 ºC, 30 min) procesados de la 
misma manera. Las muestras (20 µL) se inyectaron en una columna 
Spherisorb C18 (HiChrom) a 40 ºC y a un flujo de 1 mL/min. El 2,4-
diclorofenol fue analizado a 230 nm usando H3PO4 10 mM (solución A) 
y acetonitrilo (solución B) como fase móvil en un gradiente lineal de 20 
a 100% de solución B en 20 min. En el caso del benzo(a)pireno, este se 
determinó a 265 nm, eluyendo en condiciones isocráticas con un 
85%(v/v) de acetonitrilo y un 15% (v/v) de H3PO4 10 mM. 
En el caso de los ensayos in vitro, las reacciones se llevaron a cabo 
con 300 mU/ml de las diferentes isoenzimas de lacasa (medidas con 
ABTS) o de la isoenzima I de la peroxidasa versátil (medidas como oxi-
dación de Mn2+), purificadas de los cultivos de P. eryngii siguiendo los 
protocolos previamente descritos (Martínez et al., 1996b; Muñoz et al., 
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1997b). Los compuestos contaminantes aromáticos benzo(a)pireno y 
2,4-diclorofenol se añadieron a una concentración final de 50 µM, más 
Tween 20 y dimetilformamida (2,5 g/L, en ambos casos) para facilitar la 
solubilización. Las reacciones con lacasa se llevaron a cabo a 
temperatura ambiente en tampón acetato sódico 100 mM, pH 5,5, y en 
presencia o ausencia de los mediadores ABTS y HBT, ambos a una 
concentración final de 1 mM. Las reacciones con peroxidasa se llevaron 
a cabo a temperatura ambiente en tampón tartrato 100 mM, pH 5,0, en 
presencia de H2O2 0,1 mM y MnSO4 0,1 mM. 
La transformación de los contaminantes se determinó por HPLC, 
utilizando las condiciones anteriormente descritas. 
2.7. PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
2.7.1. Concentración 
Los métodos empleados en la concentración de las muestras fueron los 
siguientes: 
• Ultrafiltración tangencial, en el caso de volúmenes grandes (>1 L). 
La muestra se hizo pasar a través de una membrana de 5 kDa de 
tamaño de poro (Minisette, Filtron) mediante un flujo proporcio-
nado por una bomba peristáltica (Masterflex easy-load, Cole-
Palmer).  
• Ultrafiltración bajo presión, para volúmenes de entre 20-250 mL. 
En este caso, la muestra atraviesa una membrana de 3 kDa de 
tamaño de poro (Amicon YM3, Millipore) debido a la presión ejer-
cida por gas N2. 
• Concentración frente a sacarosa, para volúmenes de hasta 50 mL. 
En este caso, la muestra se concentró frente a sacarosa (azúcar de 
consumo) en bolsas de celulosa para diálisis de 12-14 kDa de 
tamaño de poro (Spectrum). 
• Concentración en cartuchos Microsep y Nanosep (3 kDa de ta-
maño de poro, Pall Filtron) para volúmenes menores de 4 mL y 
0,6 mL, respectivamente. Una vez aplicadas las muestras, los 
cartuchos se centrifugaron a 4 ºC a las revoluciones marcadas por 
el fabricante hasta conseguir un volumen de concentrado adecua-
do. 
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2.7.2. Cromatografía 
En los diferentes pasos de purificación de proteínas se utilizaron las 
siguientes técnicas cromatográficas: 
• Cromatografía de intercambio aniónico de baja resolución: esta 
técnica, basada en la capacidad de retención de aniones por parte 
de una resina cargada positivamente, se empleó como primer 
paso en el proceso de purificación, con el objeto de eliminar las 
proteínas con diferente carga y pigmentos contaminantes. Se utili-
zó un cartucho HiTrap-Q (Amersham Biosciences) acoplado a un 
equipo EconoSystem (Bio-Rad). Tras equilibrar el cartucho con 
10% de solución B (1 M de NaCl en tampón fosfato sódico 10 mM, 
pH 6,0), se aplicó la muestra y el cartucho se lavó con la misma 
concentración de solución B hasta que se estabilizó la A280, con el 
fin de eliminar todos los componentes no retenidos en la columna. 
La fracción retenida se eluyó utilizando un gradiente de solución 
B en dos fases, entre 10 y 40% durante 100 min y entre 40 y 100% 
durante 10 min (este último para completar de eluir las proteínas 
retenidas). La solución A consistía en tampón fosfato sódico 10 
mM, pH 6,0, y el flujo utilizado fue de 1,5 mL/min. 
• Cromatografía de intercambio aniónico de alta resolución: la 
diferencia con la anterior se debe a una mayor capacidad para 
separar proteínas con similar carga iónica. Se utilizó una columna 
Mono-Q HR 5/5 (Amersham Biosciences) acoplada a un equipo 
AKTApurifier (Amersham Biosciences). En este caso, tras equili-
brar la columna con solución B al 10% (NaCl 1 M en tampón ace-
tato sódico 10 mM, pH 5,5), se aplicó la muestra y se lavó la co-
lumna con la misma solución para eliminar toda la fracción no 
retenida, hasta que la A280 fue constante. La fracción retenida se 
eluyó con un gradiente en dos fases de solución B, de 10 a 22% en 
60 min y de 22 a 100% en 10 min (el último para completar de fluir 
las proteínas retenidas), a un flujo de 0,8 mL/min. Como solución 
A se utilizó tampón acetato sódico 10 mM, pH 5,5. 
El análisis de los cromatogramas se llevó a cabo utilizando el 
software UNICORN (Amersham Biosciences). 
• Cromatografía de exclusión molecular: se utilizó una columna 
Superdex 75 de alta resolución (Amersham Pharmacia Biotech) 
acoplada a un equipo AKTApurifier (Amersham Biosciences). 
Esta técnica se empleó tanto para purificar como para calcular la 
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masa molecular de la proteína en condiciones nativas, utilizando 
como estándar el kit de calibración 2Gel Filtration LMW Calibration 
Kit (Amersham Pharmacia Biosciences). La fase móvil utilizada 
fue tampón fosfato sódico 10 mM, pH 6,0, más 150 mM de NaCl 
para eliminar posibles interacciones entre la proteína y la matriz 
de la columna. La muestra se eluyó a un flujo de 0,5 mL/min. 
2.8. ANÁLISIS Y CARACTERIZACIÓN DE PROTEÍNAS 
2.8.1. Electroforesis 
• Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, 
SDS-PAGE (Laemmli, 1970): la separación de proteínas por SDS-
PAGE se llevó a cabo en geles al 10% de concentración, usando 
una solución stock de acrilamida al 29,2% (p/v) y bisacrilamida al 
0,8% (p/v). El tampón de carrera fue tris-glicina (0,25 M de tris 
base, 2 M de glicina, pH 8,8) con SDS al 0,1% (p/v). Las carreras 
desarrollaron a 100 V en un equipo Mini-PROTEAN III (Bio-Rad). 
La determinación de la masa molecular se llevó a cabo en condi-
ciones desnaturalizantes. Para ello, las muestras se hirvieron du-
rante 5 min con tampón de muestra más β-mercaptoetanol (1,45 
g/L Tris-HCl, pH 8,5; 20 mL/L glicerol; 0,4 g/L SDS; 0,1 g/L azul 
de bromofenol; y 5%,v/v, de β-mercaptoetanol) en relación 4:1. 
Para calcular la masa molecular, se comparó el valor de Rf de la 
muestra con los correspondientes a dos set de patrones de masa 
molecular (3Low and 4High Range Molecular Weight Standards, Bio-
Rad). 
Las bandas de proteína se visualizaron mediante tinción con 
plata, según el siguiente protocolo: 
1. Sumergir el gel en una solución de etanol al 40% (v/v) y 
ácido acético al 10% (v/v) durante 30 min. 
                                                 
2 azul dextrano 2000 (2000 kDa de masa molecular) y las siguientes proteínas: ribonucleasa A 
(13,7 kDa), quimotripsinógeno A (25 kDa), ovoalbúmina (43 kDa) y albúmina de suero bovino 
(67 kDa). 
3  Fosforilasa B de músculo de ratón (97,4 kDa), albúmina de suero bovino (66,2 kDa), 
ovoalbúmina (45 kDa), anhidrasa carbónica bovina (31 kDa), inhibidor de tripsina de soja (21,5 
kDa) y lisozima de huevo (14,4 kDa) 
4 Miosina de músculo esquelético de ratón (200 kDa), β-galactosidasa de E. coli (116,25 kDa), 
fosforilasa B de músculo de ratón (97,4 kDa), albúmina de suero bovino (66,2 kDa) y 
ovoalbúmina (45 kDa). 
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2. Sumergir el gel en una solución de etanol al 5% (v/v) y 
ácido acético al 1% (v/v) durante 15 min. 
3. Lavar 3 veces con agua destilada durante 1 min. 
4. Incubar en una solución de tiosulfato sódico al 0,2% (p/v) 
durante 1 min. 
5. Lavar 3 veces con agua destilada durante 30 s. 
6. Incubar en una solución de nitrato de plata 0,1% (p/v) du-
rante 15 min. 
7. Incubar en una solución de carbonato potásico al 10% (p/v) 
durante 5 min. 
8. Revelar con una solución de carbonato potásico al 2% (p/v) 
y formaldehído al 0,01% (v/v) hasta la aparición de las 
bandas. 
9. Fijar las bandas en la solución de etanol al 50% (v/v) y 
ácido acético al 10% (v/v). 
La tinción de geles con mayor cantidad de proteína se realizó 
sumergiéndolos durante 30 min en una solución de azul 
Coomassie R-250 (40% metanol, v/v; 10% ácido acético, v/v; 0,1% 
azul Coomassie R-250, p/v). Posteriormente, los geles se lavaron 
sucesivas veces en una solución de metanol-acético en agua (40% 
metanol, v/v; 10% ácido acético, v/v) para eliminar el colorante 
no fijado a las bandas de proteína. 
La detección de actividad lacasa en geles (zimograma) se llevó a 
cabo usando geles de electroforesis en condiciones no desnaturali-
zantes. Una vez terminada la electroforesis, los geles se incubaron 
durante 10 min en tampón acetato sódico 100 mM, pH 5,0, y a 
continuación se sumergieron en una solución 10 mM de 2,6-
dimetoxifenol en el mismo tampón, manteniéndose en agitación 
hasta la aparición de las bandas de actividad como consecuencia 
del precipitado del producto de la reacción (cerulignona). El exce-
so de sustrato se eliminó mediante sucesivos lavados con agua 
destilada. 
Materiales y Métodos 
49 
2.8.2. Determinación del extremo amino terminal 
La determinación de la secuencia de aminoácidos del extremo amino 
terminal se realizó mediante degradación de Edman automatizada, 
utilizando un secuenciador de proteínas de pulso líquido (modelo 
477A, Applied Biosystems) acoplado a un analizador de 
feniltiohidantoína (modelo 120A, Applied Biosystems). La concentra-
ción de enzima utilizada para analizar la secuencia N-terminal fue 
1nM. 
2.8.3. Caracterización de la enzima purificada 
• pH óptimo: se determinaron, por duplicado, los perfiles de pH 
para la oxidación de ABTS y 2,6-DMF. Para ello, se midió la activi-
dad de la enzima a temperatura ambiente sobre ABTS o 2,6-DMF 
a una concentración final de 5 mM en tampón citrato-fosfato-
borato 100 mM, en un rango de pH de 2 a 7,5. 
• estabilidad frente a pH: se determinó la actividad de la enzima 
tras incubar 24 h a 4 ºC en tampón citrato-fosfato-borato 100 mM, 
en un rango de pH de 2 a 7. 
• estabilidad frente a temperatura: se determinó la estabilidad de 
la enzima durante 20 h de incubación a 4 ºC, 30 ºC, 45 ºC y 60 ºC 
en tampón citrato-fosfato-borato 100 mM, pH 3,0. La actividad se 
valoró en el mismo tampón a pH 3,0 y con 5 mM de ABTS. 
• cálculo de los parámetros cinéticos kcat y Km: se determinaron a 
temperatura ambiente y pH 3,0 (tampón citrato-fosfato-borato 100 
mM) utilizando 24,5 µg/mL de enzima purificada y ABTS como 
sustrato, en un rango de concentraciones de 5 µM a 10 mM. El 
ajuste de los datos cinéticos a la ecuación de una hipérbola me-
diante regresión no lineal se realizó con el paquete informático 
SigmaPlot 2001 (SPSS Inc.). En el cálculo de kcat se utilizó la masa 
molecular de la proteína obtenida mediante SDS-PAGE. 
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2.9. TÉCNICAS MOLECULARES 
2.9.1. Soluciones y tampones 
• Tampón HSE: 
Componente  
Tampón HEPES, pH 6,9 20 mM 
Sacarosa 500 mM 
EDTA, pH 8,0 20 mM 
• Tampón TEA: 
Componente  
Tris-HCl, pH 8,0 50 mM 
EDTA, pH 8,0 20 mM 
• Tampón TEB: 
Componente  
Tris-HCl, pH 8,0 10 mM 
EDTA, pH 8,0 1 mM 
• Tampón SM: 
Componente  
NaCl 100 mM 
MgSO4 10 mM 
Tris-HCl, pH 7,5 50 mM 
gelatina de cola de pes-
cado  0,1 g/L 
• Tampón SSC (20 X): 
Componente  
NaCl 3 M 
C6H8O7Na3 0,3 M 
Ajustar el pH a 7,0. 
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• TFB1: 
Componente  
RbCl 100 mM 
MnCl2 50 mM 
CH3COOK 30 mM 
CaCl2 10 mM 
glicerol 15% (v/v) 
• TFB2: 
Componente  
RbCl 10 mM 
MOPS, pH 7,0 10 mM 
CaCl2 75 mM 
glicerol 15% (v/v) 
• Tampón MOPS: 
Componente  
MOPS, pH 7,0 20 mM 
CH3COONa 8 mM 
EDTA, pH 8,0 1 mM 
2.9.2. Aislamiento de ácidos nucleicos 
A continuación se describen las diferentes técnicas de aislamiento de 
ácidos nucleicos, teniendo en cuenta el tipo de material de partida (mi-
celio, cultivo bacteriano, etc.) y el tipo de ácido nucleico (DNA genó-
mico, plasmídico, vírico, RNA, etc.): 
• Aislamiento de DNA genómico a partir de micelio: el micelio se 
separó del líquido de cultivo por filtración a través de papel de 
filtro, se lavó varias veces con agua milli-Q y se liofilizó, tomán-
dose este liofilizado como material de partida. El liofilizado se 
homogeneizó con la ayuda de una varilla de vidrio estéril hasta 
conseguir un polvo fino, que se resuspendió en 1 volumen de 
tampón HSE. Tras la adición de 0,1 volúmenes de SDS al 10% 
(p/v) e incubación a 65 ºC durante 15 min, se añadió 1 volumen 
(con respecto al anterior) de tampón TEA y, posteriormente, se 
llevaron a cabo sucesivas extracciones con un volumen equiva-
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lente de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1), hasta obte-
ner una fase acuosa limpia. La última extracción se realizó 
añadiendo un volumen equivalente de cloroformo:alcohol isoamí-
lico (24:1). Una vez recuperada la fase acuosa, se añadieron 0,2 
volúmenes de tampón acetato sódico 3 M, pH 6,0, y 0,6 volú-
menes de isopropanol, agitando con suaves movimientos de 
muñeca hasta conseguir homogeneizar todo el contenido. Poste-
riormente, se incubó a temperatura ambiente durante 30 min y el 
sobrenadante se eliminó tras centrifugar 10 min a 5.000 rpm y 4 ºC. 
El precipitado se lavó con etanol al 70% (v/v), centrifugando en 
las mismas condiciones, y se secó a vacío para eliminar posibles 
trazas de etanol. Una vez seco, se resuspendió en tampón TEB y se 
incubó a 37 ºC durante 30 min con 5 µg de RNasa A (ribonucleasa 
A pancreática resuspendida en 10 mM Tris-HCl, pH 7,5, y 15 mM 
NaCl, hervida durante 15 min para eliminar todo el remanente de 
actividad desoxirribonucleasa). Después de la incubación, el DNA 
de la suspensión se precipitó añadiendo 0,1 volúmenes de tampón 
acetato sódico 3 M, pH 6,0, y 0,6 volúmenes de isopropanol, cen-
trifugando durante 5 min a 5.000 rpm y 4 ºC. Tras eliminar el 
sobrenadante, el precipitado se lavó con etanol al 70% y se secó a 
vacío. Una vez seco, se resuspendió en agua milli-Q libre de 
DNasas y se congeló a -20 ºC hasta su uso. 
• Aislamiento de RNA total a partir de micelio: para evitar la 
degradación y pérdida consecuente de RNA, una vez separado 
del líquido de cultivo el micelio se congelo rápidamente utilizan-
do N2 líquido. Además, todas las soluciones y el material utilizado 
se autoclavaron previamente a su utilización a 121 ºC, 20 min, 
para eliminar las posibles contaminaciones con RNasas. Una vez 
congelado, el micelio se depositó en un mortero cerámico estéril, 
previamente enfriado a -80 ºC, y con la ayuda de la mano del 
mortero se procedió a la homogeneización del micelio hasta ob-
tener un polvo fino. Sobre este homogeneizado se añadió 1 volu-
men de Ultraspec RNA (Biotecx) y se continuó homogeneizando 
hasta conseguir una solución densa, que se dispensó en tubos 
eppendorf de 2 mL (previamente enfriados en hielo), a razón de 1 
mL por tubo. El homogeneizado se incubó durante 5 min en hielo 
y, posteriormente, se añadieron 0,4 mL de cloroformo, agitando 
vigorosamente durante 15 s. Tras la agitación se incubó 5 min más 
y se centrifugó 15 min a 13.000 rpm, 4 ºC. El sobrenadante se 
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transfirió a nuevos tubos y se añadió un volumen equivalente de 
isopropanol. Después de 10 min de incubación en hielo, se cen-
trifugó durante 10 min en las mismas condiciones. El sobre-
nadante se eliminó, quedando un precipitado de RNA que se 
sometió a tres lavados consecutivos con 1 volumen de etanol al 
75% (v/v) durante 5 min a 13.000 rpm. Una vez eliminado el 
sobrenadante, el precipitado se secó a vacío, se resuspendió en 
agua milli-Q y se congeló a -80 ºC hasta su uso. 
• Aislamiento de RNA mensajero (mRNA) a partir de RNA total: 
el aislamiento de mRNA se llevó a cabo empleando el kit mRNA 
purification kit (Pharmacia Biotech). El kit se basa en la utilización 
de resinas de afinidad (oligo dT celulosa) que permiten la adhe-
sión de RNA poliadenilados dependiendo de las condiciones de 
salinidad. En el proceso de purificación se siguieron las ins-
trucciones detalladas en el manual del fabricante. 
• Aislamiento de DNA plasmídico a partir de cultivos bacterianos: 
se utilizaron dos tipos de kit dependiendo del volumen de cultivo 
de partida: Wizard Plus SV Minipreps (Promega), para volúmenes 
de entre 1 y 10 mL de cultivo; y Plasmid Midi Kit (Qiagen), para 
volúmenes de entre 25 y 50 mL de cultivo. En ambos casos se 
siguió el protocolo recomendado por el fabricante. Estos métodos 
se basan en la unión del DNA a una matriz de sílice a altas con-
centraciones de sal y su elución a bajas concentraciones. 
• Aislamiento de DNA de bacteriófagos: se realizó un preinóculo 
incubando (durante toda la noche a 250 rpm y 37 ºC) medio LB 
inoculado con una colonia aislada de E. coli (MRA XL1 Blue P2). A 
la mañana siguiente se utilizaron 300 µL de este cultivo para ino-
cular 30 mL de medio LB con 20 g/L de maltosa y 10 mM de 
MgSO4. Se incubó en las mismas condiciones hasta que la DO600 
alcanzó 0,5-0,6. La adición de maltosa sirve para inducir los trans-
portadores de maltosa en E. coli, los cuales son usados por el 
bacteriófago lambda como receptores para su adsorción, facilitada 
por la presencia de iones Mg2+. Una vez alcanzada la DO adecua-
da, el cultivo se centrifugó (2.400 rpm, 10 min, 4 ºC) y el preci-
pitado se resuspendió en 10 mM MgSO4 hasta una DO600 de 0,5. 
Entonces se tomaron 150 µL de esta suspensión celular y se 
añadieron 100 µL de una suspensión del bacteriófago. Se agitó 
suavemente y se incubó a 37 ºC durante 20 min. Tras la incuba-
ción, se añadieron 10 mL de top agar (medio con la misma compo-
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sición más 6 g/L de agar) atemperado a 45 ºC, se mezcló por 
inversión y se depositó sobre una placa de LB más maltosa 20 g/L 
y 10 mM MgSO4. Estas placas se incubaron durante toda la noche 
a 37 ºC y a la mañana siguiente, una vez comprobada la existencia 
de placas de lisis, se añadió un volumen de tampón SM suficiente 
para cubrir la superficie de la placa. Las placas se incubaron 
durante 2 h a temperatura ambiente y en agitación. Tras la incuba-
ción, se recogió la suspensión y se centrifugó a 5.800 rpm (usando 
un rotor SS-34, Sorvall) durante 20 min a 4 ºC. El sobrenadante se 
incubó con RNasa A y DNasa 1 (Roche) durante 30 min a 37 ºC y, 
posteriormente, se añadió PEG-8000 y NaCl a una concentración 
final de 100 g/L y 50 g/L, respectivamente, dejando precipitar 
durante toda la noche a 4 ºC. A la mañana siguiente, el sobre-
nadante se eliminó después de centrifugar a 5.000 rpm durante 15 
min a 4 ºC. y el precipitado se resuspendió en 0,5 mL de tampón 
SM, incubándose de nuevo con RNasa A y DNasa 1 en las mismas 
condiciones. Tras este tratamiento, se añadió EDTA, pH 8,0, a una 
concentración final de 20 mM y se incubó durante 5 min a 65 ºC. 
Posteriormente se añadieron SDS al 0,5% (p/v) y proteinasa K 
(Sigma) y se mantuvo en incubación durante 15 min más. El 
objeto de estos tratamientos era la ruptura de las cápsides víricas 
para facilitar la liberación del DNA. A partir de este momento, 
con el DNA en solución, se siguió un protocolo estándar (ver el 
primer punto de este apartado) para conseguir limpiarlo y purifi-
carlo. 
• Purificación de fragmentos de DNA embebidos en gel de 
agarosa: se utilizaron los kit Qiaquick Gel extraction kit (Qiagen) y 
GeneClean kit (Q-BIOgene) siguiendo en ambos casos el manual de 
instrucciones. Estos métodos se basan en la unión del DNA a una 
matriz de sílice en presencia de altas concentraciones de sal y su 
elución a bajas concentraciones. 
• Purificación de fragmentos de DNA procedentes de reacciones 
de PCR: en esta ocasión se utilizó el GeneClean kit (Q-BIOgene), 
siguiendo las instrucciones para este procedimiento. 
2.9.3. Obtención de sondas de DNA específicas de lacasas 
La obtención de sondas específicas de lacasa (para su posterior uso en 
experimentos de hibridación) se llevó a cabo mediante la técnica de 
PCR, utilizando cebadores específicos de lacasas diseñados a partir del 
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alineamiento de secuencias de cDNA de diferentes genes descritos en 
el género Pleurotus. Estas secuencias se descargaron de la base de datos 
PubMed del NCBI y se alinearon utilizando el programa CLUSTAL W 
(Thompson et al., 1994). Las secuencias de los cebadores fueron: 
5’-TCRAHGTCCCBGAYCAAGCTGG-3’  
5’-SAARGWRTGWCCGTCGATMGAG-3’ 
Las reacciones de PCR se desarrollaron en un volumen final de 50 
µL con 100 ng de DNA molde (extraído el quinto día de incubación de 
un cultivo de P. eryngii en medio glucosa-peptona-extracto de levadu-
ra), 1 X de tampón de reacción (GeneAmp PCR buffer, Applied 
Biosystems), 1,5 mM de MgCl2, 20 pmol de cada uno de los cebadores, 
200 µM de dNTPs y 2,5 U de DNA polimerasa (AmpliTaq DNA 
polymerase, Applied Biosystems). Tras un primer paso de desna-
turalización a 95 ºC durante 10 min (sin añadir DNA polimerasa), se 
añadió la polimerasa y se procedió con la reacción de amplificación 
mediante un protocolo touchdown, el cual consiste en una disminución 
progresiva de la temperatura de annealing conforme se va desarrollan-
do la reacción (55 ºC de temperatura inicial, descenso de 1 ºC/ciclo). 
Las temperaturas y tiempos de desnaturalización y amplificación por 
ciclo (30 en total) fueron 95 ºC (45 s) y 72 ºC (3 min), respectivamente, 
más una reacción final de amplificación a la misma temperatura du-
rante 10 min. El equipo utilizado fue un termociclador GeneAmp 2400 
(Perkin Elmer). Una vez realizada la reacción de PCR, se comprobó su 
eficacia mediante electroforesis en gel de agarosa. Los productos obte-
nidos se purificaron a partir de fragmentos de gel y clonaron en el 
plásmido pGEMT Easy. 
2.9.4. Marcaje de sondas 
Se utilizaron dos métodos de marcaje: radiactivo, con dCTP marcado 
con 32P utilizando el kit RediPrime (Amersham Biosciences); y no 
radiactivo, con dUTP marcado con digoxigenina y utilizando un mé-
todo quimioluminiscente para su revelado siguiendo los protocolos 
descritos por el fabricante (DIG High Prime Labeling and Detection Kit, 
Roche). 
2.9.5. Screening de biblioteca genómica 
Las bacterias (E. coli MRA XL1 Blue P2) se infectaron con el vector 
λEMBL3 portador de una biblioteca de DNA genómico de P. eryngii 
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(Ruiz-Dueñas et al., 1997). Para llevar a cabo la infección se utilizaron 
diferentes diluciones de la genoteca en tampón SM, con el fin de obte-
ner placas de lisis aisladas. Estas diluciones (4 µL) se añadieron sobre 
una suspensión de células (150 µL) en 10 mM de MgSO4 (DO600 alrede-
dor de 0,5). Después de incubar 20 min a 37 ºC para facilitar la in-
fección, la mezcla se vertió sobre placas de LB más maltosa 20 g/L y 10 
mM de MgSO4, facilitándose su dispersión por toda la superficie de la 
placa con la ayuda de top agar. Las placas se incubaron durante toda la 
noche a 37 ºC y a la mañana siguiente se procedió a la transferencia de 
las placas de lisis a membranas de nylon durante 2 min. Las placas de 
lisis transferidas a membranas se sometieron a desnaturalización 
durante 2 min en 1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH; neutralización durante 5 
min en 1,5 M NaCl, 0,5 M Tris-HCl, pH 8,0; y aclarado durante 30 s en 
0,2 M Tris-HCl, pH 8,0, 2X SSC. Después, el DNA se fijó en las mem-
branas mediante su tratamiento con 120 mJ de energía UV (Stratalinker 
UV crosslinker, Stratagene). Para evitar posibles interferencias con 
proteínas en el proceso de detección, las membranas se incubaron con 
2 mg/mL de proteinasa K (Sigma) a 37 ºC durante 1 h. La hibridación 
se realizó a 42 ºC durante toda la noche utilizando 25 ng/mL de sonda 
en solución de hibridación (DIG Easy Hyb, Roche). Las sondas utili-
zadas se marcaron con digoxigenina. Tras la hibridación y los lavados 
post-hibridación (2 lavados de 5 min a temperatura ambiente en 2 X 
SSC y SDS 0,1% (p/v), y otros dos lavados de 15 min a 65 ºC en 0,5 X 
SSC y SDS 0,1% (p/v) se llevó a cabo la detección según el manual de 
instrucciones del kit (Dig Labeling and Detection Kit II, Roche). 
La señal quimioluminiscente se recogió en un film de autorradio-
grafía (Hyperfilm MP, Amersham). 
2.9.6. Digestión de DNA con enzimas de restricción 
Se emplearon las temperaturas, concentraciones y tiempos de incuba-
ción recomendados para cada tipo de enzima. En el caso de plásmidos, 
tras su digestión se llevó a cabo una desfosforilación de los extremos 5’ 
para evitar religaciones. La desfosforilación se realizó con fosfatasa 
intestinal de cordero (Roche) siguiendo el protocolo descrito por el 
fabricante. 
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2.9.7. Ligación de fragmentos de DNA 
En la unión de fragmentos de DNA a plásmidos se utilizó la enzima 
ligasa del fago T4 (Promega). Las reacciones se incubaron a 4 ºC usan-
do las concentraciones descritas por el fabricante. 
2.9.8. Transformación en E. coli 
En la obtención de células competentes se utilizó el método del RbCl. 
El protocolo fue el siguiente: a partir de un inóculo, obtenido por el 
crecimiento durante toda la noche a 37 ºC de una colonia aislada de 
bacteria en medio LB, se sembró una matraz de medio Φ broth y se in-
cubó a 37 ºC hasta que la DO600 fue de 0,5. En este momento, se tomó el 
cultivo y se centrifugó a 2.500 rpm durante 15 min a 4 ºC, y el precipi-
tado se resuspendió en 30 mL (por cada 100 mL de cultivo) de TFB1 
enfriado en hielo. Las células se resuspendieron cuidadosamente y se 
incubaron en hielo durante 1 h. Posteriormente se centrifugaron como 
se describe arriba y, una vez eliminado el sobrenadante, el precipitado 
se resuspendió en 4 mL (por cada 100 mL de cultivo) de TFB2. Una vez 
resuspendidas, las células se conservaron en alícuotas de 200 µL a -80 
ºC hasta su uso. 
Cuando los rendimientos de transformación fueron bajos se utilizó 
el método Inoue para la obtención de células ultracompetentes, si-
guiendo el protocolo descrito en Sambrock y Russell, 2001. 
La transformación se llevó a cabo en ambos casos por el método de 
choque térmico descrito en Sambrock y Russell, 2001. 
2.9.9. Obtención de cDNA 
En la obtención de cDNA se empleó el kit Qiagen Onestep RT-PCR 
(Qiagen). Debido a su formulación, este kit permite llevar a cabo la 
transcripción reversa y la amplificación del cDNA generado en un solo 
paso. 
Como molde se utilizaron 2 µg de mRNA y como cebadores de la 
reacción se utilizaron oligonucleótidos que contenían el codon de 
inicio (cebador forward) y el codon stop (cebador reverse) de la secuencia 
de cDNA a amplificar, a una concentración final de 600 µM (Fig. 2.2). 
Tras un periodo de incubación de todos los componentes a 50 ºC 
durante 30 min, con el fin de obtener el cDNA mediante transcripción 
reversa, se llevó a cabo la amplificación por PCR del fragmento gene-
rado. Tras un primer paso de activación a 95 ºC durante 15 min (en el 
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A ATGGCCATCGGGCCCATTG
A’ CTAAGCTATGCCACCTCTG B’ CTATACACGACTCTCGTTCG
B ATGGCGGTTGCATTCATTGC
que además de desactivaba la actividad transcriptasa reversa), la 
reacción de amplificación consistió en 30 ciclos de desnaturalización a 
94 ºC durante 1 min, annealing a 55 ºC durante 1 min y extensión a 72 
ºC durante 2 min. 
 
Figura 2.2. Cebadores usados en las reacciones de obtención de los cDNA de los 
genes de lacasa pel3 (A y A’) y pel4 (B y B’).  
2.9.10. Análisis y cuantificación de ácidos nucleicos 
En la determinación de la concentración y pureza de ácidos nucleicos 
se utilizaron dos tipos de técnicas: 
• Espectrometría ultravioleta-visible (UV-VIS): una manera rápida 
y cómoda de cuantificar los ácidos nucleicos es mediante espectro-
fotometría UV-VIS. La solución de ácido nucleico a cuantificar se 
sometió a un barrido (scanning) en el rango de longitudes de onda 
de 200 a 300 nm, utilizando un espectrofotómetro Shimadzu UV-
160A. Una vez obtenido el espectro de absorción, la concentración 
de ácido nucleico se calculó teniendo en cuenta que 1 unidad de 
absorbancia a 260 nm equivale a 50 ng/µL en el caso de dsDNA, 
40 ng/µL para ssDNA y RNA y 20 ng/µL para oligonucleótidos 
de cadena sencilla. Además, la relación A260/A280 nos permite es-
timar la pureza de la muestra: en el caso de DNA, el valor se sitúa 
en 1,8; en el caso de RNA, en 2,0. 
• Electroforesis en gel de agarosa: se trata de una forma alternativa 
y más fiable para calcular la concentración de ácidos nucleicos y, 
además, nos permite la separación y posterior purificación de 
fragmentos. 
Los geles de DNA se realizaron a una concentración de agarosa 
de 8 g/L en tampón TAE (40 mM Tris-base, 20 mM ácido acético, 
1 mM EDTA, pH 8,0) y con bromuro de etidio (0,5 µg/mL) para 
facilitar la visualización de las bandas. Las muestras se mezclaron 
con tampón de carga (azul de bromofenol 1 g/L; azul de xilen-
cianol 1 g/L; EDTA 50 mM, pH 8,0; glicerol 50%, v/v) y las 
carreras se desarrollaron a un voltaje de entre 50-100 V en cubetas 
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horizontales con geles sumergidos en tampón TAE. Tras la elec-
troforesis, las bandas de DNA se visualizaron por fluorescencia 
ultravioleta con ayuda de un transiluminador (TVL-312A, Vilver 
Laurmat). La concentración de cada una de las bandas se calculó 
comparando su intensidad con la de una serie de marcadores de 
tamaño y concentración conocidas (Molecular Weight Marker 5II, 
6VI y 7VII, Roche). 
Los geles de RNA se desarrollaron en condiciones desnatura-
lizantes. Para ello, los geles de agarosa (12 g/L) se prepararon con 
formaldehído 2,2 M y tampón MOPS. Las muestras de RNA (10 
µg) se mezclaron, en un volumen final de 30 µL, con 12,5 µL de 
formamida, 4 µL de formalina, 2,5 µL de tampón MOPS 10 X y 1 
µL de bromuro de etidio (200 µg/mL), se incubaron a 65 ºC 
durante 10 min y se enfriaron en hielo. Antes de desarrollar la 
carrera, se añadió 3 µL de tampón de carga a cada una de las 
muestras. Las carreras se desarrollaron a 30 V durante toda la 
noche en cubetas horizontales (previamente tratadas durante toda 
la noche con SDS 50 g/L y EDTA 5 mM, pH 8,0) con los geles 
sumergidos en tampón MOPS. 
• Southern blot: la transferencia de bandas de DNA a membranas 
de nailon cargadas positivamente (Roche) se realizó de la si-
guiente manera. Tras la electroforesis, los geles se irradiaron du-
rante 5 min con luz ultravioleta. Posteriormente, se sumergieron 
dos veces durante 15 min en una solución de desnaturalización 
(NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 N) a temperatura ambiente y en agitación, 
y dos veces durante 15 min en una solución de neutralización 
(NaCl 1,5 M; Tris-HCl 1 M, pH 7,4) en las mismas condiciones. 
Tras estos tratamientos, el gel se incubó en SSC 20 X durante 15 
min en idénticas condiciones y se procedió a la transferencia por 
capilaridad durante toda la noche usando SSC 20 X como tampón 
de transferencia. Tras la transferencia, la membrana se irradió con 
120 mJ de energía UV. La hibridación con sondas específicas se 
llevó a cabo tal como se describe en la sección 3.9.5. 
 
 
                                                 
5125, 564, 2027, 2322, 4361, 6557, 9416 y 23130 pb. 
6154, 154, 220, 234, 234, 298, 298, 394, 453, 517, 653, 1033, 1230, 1766 y 2176 pb. 
781, 359, 492, 710, 718, 992, 1164, 1482, 1515, 1882, 1953, 2799, 3639, 4899, 6106, 7427 y 8576 pb. 
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2.9.11. Secuenciación automática de DNA y análisis de secuencias 
La secuenciación de muestras de DNA se realizó según la estrategia de 
prime walking, utilizando terminadores marcados en reacciones de 
amplificación con la enzima FS AmpliTaq DNA polymerase (Perkin 
Elmer). El equipo de secuenciación automática fue un ABIPRISM 377 
(Perkin Elmer). 
En el análisis de secuencias de DNA se utilizaron diferentes 
herramientas informáticas: 
• BioEdit v7.0.4 y Chromas v1.4 para la alineación y visualización 
de secuencias. 
• Vector NTI Advance, para la construcción de plásmidos, tra-
ducción, análisis de restricción y anotación de secuencias. 
• CLUSTAL W, ALIGN y LFASTA para el alineamiento y compara-
ción de secuencias (dentro del servidor BIOLOGY WORKBENCH 
3.2 de la Universidad de California). 
• BLAST (diferentes versiones) para el alineamiento y comparación 
de secuencias con otras contenidas en la base de datos del NCBI. 
2.10. MODELADO MOLECULAR 
El modelado comparativo y la minimización de energía de las 
estructuras moleculares teóricas se llevaron a cabo usando los 
programas ProModII y Gromos96 del servidor SwissModel (http:// 
swissmodel.expasy.org; Schwede et al., 2003). El programa DeepView/ 
Swiss PDB viewer (Guex y Peitsch, 1997) se utilizó para la visualiza-
ción y análisis de estructuras. 
2.11. EXPRESIÓN HETERÓLOGA EN Aspergillus niger 
2.11.1. Soluciones y tampones 
• Myc Wash: 
Componente  
NaCl 600 mM 
CaCl2 270 mM 
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• STC: 
Componente  
Sorbitol 1,33 M 
CaCl2 0,05 M 
Tris-HCl, pH 7,5 0,01 M 
2.11.2. Vectores de expresión 
Se utilizaron los vectores pAN52-4 y pAN52-1-Not1: 
• pAN52-1-Not1: se amplificó por PCR el cDNA completo de la la-
casa (incluyendo la secuencia que codifica para el péptido señal), 
utilizando los cebadores que aparecen en la Fig. 2.4. El fragmento 
amplificado se clonó en el plásmido pGEM-T Easy y se comprobó 
la ausencia de mutaciones puntuales mediante secuenciación. El 
fragmento se digirió posteriormente con las enzimas NotI y BspHI 
(New England Biolabs), al igual que el plásmido, se ligaron ambos 
fragmentos y con el producto de ligación se transformó E. coli 
DH5. 
• pAN52-4: usando los cebadores que aparecen en la Fig. 2.4, se am-
plificó el cDNA de la lacasa sin péptido señal, ya que esté era 
incorporado con el plásmido. Posteriormente, se siguieron los 
mismos pasos que en el caso anterior, salvo que el fragmento se 
digirió con las enzimas EcoRI y BssHII (New England Biolabs) y se 
ligó al plásmido, previamente digerido con EcoRI y BamHI 
(Boehringer). Con el producto de ligación se transformó E. coli 
DH5. 
A ttcatcatgaTTTTTCCAGGCGCACGGATT
B gccaagcgcgcTGCCATCTTTCCCATTGCC
C cgcggatccCTAAGCTATGCCACCTCT  
Figura 2.4. Cebadores utilizados en la clonación 
del cDNA de la lacasa de P. eryngii en los 
vectores de expresión pAN52-1 (A y C) y 
pAN52-4 (B y C). En negrita y minúscula de 
muestran las dianas de restricción utilizadas: 
BspHI (A), BssHII (B) y BamHI (C). 
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2.11.3. Transformación de A. niger 
• Obtención de protoplastos: se inocularon 200 mL de medio MC 
con 106 esporas por mL de medio de cultivo. Tras la incubación a 
30 ºC durante 16 h y 300 rpm, el micelio se separó del líquido de 
cultivo por filtración a través de un filtro de tejido Miracloth 
(Calbiochem), se lavó con NaCl 9 g/L, se secó y se resuspendió en 
20 mL de Myc Wash por g de micelio. A está solución se le añadie-
ron 40 mg de enzimas líticas por g de micelio (Lysing Enzyme from 
Trichoderma harziarum, Sigma) y se incubó a 30 ºC, 75 rpm du-
rante unas 2 h, hasta que la aparición de protoplastos fue visible al 
microscopio. En este momento, los protoplastos se separaron del 
resto de micelio por filtración a través de un filtro de Miracloth y 
se lavaron con Myc Wash. Sobre la solución de protoplastos se 
añadió 1 volumen de STC, se incubó en hielo durante 10 min y se 
centrifugó a 3.000 rpm durante 10 min y a 4 ºC. El sobrenadante se 
eliminó y el precipitado se resuspendió en 1 volumen de STC. Se 
volvió a centrifugar en las mismas condiciones y se repitió el pro-
ceso una vez más. Tras los lavados, el precipitado se resuspendió 
en 200 µL de STC y se mantuvo en frío hasta la transformación. 
•  Transformación: se llevó a cabo una cotransformación utilizando 
el vector p3SR2 como portador del marcador de selección y 
pPEL3/pPEL3G como portadores del gen de la lacasa. 
Se añadieron 10 µg de cada uno de los plásmidos, previamente 
linearizados, sobre 200 µL de la solución de protoplastos. Se agitó 
suavemente y se añadieron 50 µL de tampón PEG (STC más 250 
g/L de polietilenglicol 6000). Se volvió a agitar suavemente y se 
incubó a temperatura ambiente durante 30 min. Tras la incuba-
ción se añadieron 2 mL de tampón PEG, se incubó a temperatura 
ambiente durante 5 min y se añadieron 4 mL de STC. Tras este 
tratamiento, los protoplastos se extendieron sobre placas de me-
dio acetamida A con la ayuda de 20 mL de top agar y se incubaron 
a 30 ºC hasta la aparición de colonias. 
• Selección de transformantes: las colonias, en medio acetamida A, 
se replicaron en placas de medio acetamida ABTS mediante agota-
miento de asa y se incubaron en las mismas condiciones. Los 
criterios de selección fueron el crecimiento sobre acetamida como 
única fuente de carbono y la aparición de halos de color verde al-
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rededor de las colonias, como consecuencia de la oxidación del 
ABTS por la lacasa. 
 

3. RESULTADOS 
3.1. DEGRADACIÓN DE COMPUESTOS AROMÁTICOS CON-
TAMINANTES  
Con el objeto de describir la capacidad de los hongos del género 
Pleurotus para degradar compuestos contaminantes recalcitrantes y 
estudiar la implicación de sus enzimas ligninolíticas en el proceso, se 
llevaron a cabo una serie de ensayos de degradación tomando como 
modelos los compuestos aromáticos 2,4-diclorofenol (2,4-DCF), de 
naturaleza fenólica, y benzo(a)pireno (BaP), de naturaleza no fenólica. 
Los ensayos de degradación se dividieron en dos tipos de experimen-
tos:  
• experimentos de transformación, utilizando cultivos de diferentes 
especies de Pleurotus (en medio glucosa-peptona-extracto de leva-
dura) o utilizando las enzimas ligninolíticas purificadas a partir 
de cultivos de P. eryngii. El objetivo fue medir la desaparición de 
los compuestos modelo por técnicas de HPLC usando una colum-
na de fase reversa. 
• experimentos de mineralización, donde se comprobó su oxidación 
completa hasta CO2 y H2O. El objetivo fue determinar la aparición 
de 14CO2 procedente de la oxidación de los contaminantes marca-
dos radiactivamente, utilizando dos tipos de condiciones: creci-
miento en cultivo líquido y colonización de un sustrato complejo, 
(paja de trigo) en condiciones de fermentación en estado sólido.  
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3.1.1. Transformación de contaminantes aromáticos por cultivos de 
hongos del género Pleurotus 
3.1.1.1. Transformación de 2,4-diclorofenol 
En la Fig. 3.1 se puede observar la transformación de 2,4-DCF por 
cultivos de las cuatro especies de hongos del género Pleurotus en me-
dio glucosa-peptona-extracto de levadura. Los controles, llevados a 
cabo con cultivos autoclavados, no mostraron un cambio significativo 
en la concentración del compuesto tras 48 horas de incubación. 
 
Figura 3.1. Porcentaje de 2,4-DCF remanente tras su adición 
a cultivos de diferentes especies de Pleurotus: P. eryngii ( ), 
P. pulmonarius ( ), P. ostreatus ( ) y P. sajor-caju ). 
En el caso de P. pulmonarius, la cantidad de 2,4-DCF presente tras 
tres horas de incubación fue del 10% con respecto a la cantidad añadi-
da inicialmente; en el caso de P. ostreatus y P. sajor-caju, este valor dis-
minuyó hasta el 40%; los cultivos de P. eryngii solo fueron capaces de 
eliminar un 10% de la cantidad de compuesto presente inicialmente. 
Tras 10 horas de incubación se consiguió una completa transformación, 
salvo en el caso de P. eryngii, donde fueron necesarias 48 horas para 
conseguir una transformación superior al 90%. 
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Figura 3.2. Actividad PV en cultivo líquido de diferentes especies de 
Pleurotus (A, P. eryngii; B, P. pulmonarius; C, P. ostreatus; D, P. sajor-caju;) en 
presencia (línea continua) o ausencia (línea punteada) de 2,4-DCF. 
La adición de 2,4-DCF no tuvo, en general, un efecto significativo so-
bre las actividades ligninolíticas, salvo en el caso de la peroxidasa ver-
sátil de P. eryngii, donde se observó un aumento tras la adición de 2,4-
DCF (Fig. 3.2 A), y en la actividad aril alcohol oxidasa de P. ostreatus, 
que solo se detectó tras la adición del compuesto (Fig. 3.3 C). En el caso 
de la peroxidasa versátil, no es descartable el efecto inductor del 2,4-
DCF sobre la actividad peroxidasa versátil, como se ha demostrado 
con otras peroxidasas (Li et al., 1995). 
La variación temporal de la actividad peroxidasa versátil durante el 
periodo de ensayo fue similar en todos los cultivos (Fig. 3.2), apare-
ciendo un pico alrededor del quinto día (día cero de adición de 2,4-
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DCF). Los niveles fueron similares y la actividad se pudo detectar, en 
todos los casos, durante todo el experimento. 
 
Figura 3.3. Actividad AAO en cultivo líquido de diferentes especies de 
Pleurotus (A, P. eryngii; B, P. pulmonarius; C, P. ostreatus; D, P. sajor-caju;) en 
presencia (línea continua) o ausencia (línea discontinua) de 2,4-DCF. 
La actividad peroxidasa versátil es dependiente de H2O2, propor-
cionado en los cultivos de hongos de podredumbre blanca por oxida-
sas generadoras de peróxido de hidrógeno, como es el caso de la aril 
alcohol oxidasa en hongos del género Pleurotus (Sannia et al., 1991; 
Guillén et al., 1992; Varela et al., 2000). Los niveles de actividad aril 
alcohol oxidasa detectados durante este experimento fueron relativa-
mente bajos, salvo en el caso de P. pulmonarius, donde los niveles 
alcanzaron valores 200 veces superiores en comparación con los otros 
cultivos (Fig. 3.3). 
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Con respecto a la actividad lacasa, los niveles fueron similares en to-
dos los experimentos (Fig. 3.4), salvo en el caso de P. sajor-caju, donde 
se observó una disminución de la actividad tras cinco días de cultivo 
(Fig. 3.4 D). 
 
Figura 3.4. Actividad LAC en cultivo líquido de diferentes especies de Pleurotus 
(A, P. eryngii; B, P. pulmonarius; C, P. ostreatus; D, P. sajor caju;) en presencia 
(línea continua) o ausencia (línea discontinua) de 2,4-DCF. El tiempo 0 corres-
ponde a la adición de 2,4-DCF. 
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3.1.1.2.  Transformación de benzo(a)pireno 
Para estudiar la capacidad potencial de los hongos del género Pleurotus 
a la hora de degradar HAP, se tomó como modelo el BaP por su gran 
presencia en numerosos ecosistemas y su baja susceptibilidad a la hora 
de ser degradado (Cerniglia, 1992).  
A nivel de consumo de sustancias reductoras, y al igual que en el 
caso del 2,4-DCF, no se observaron diferencias, encontrándose un 
consumo similar en las cuatro especies tanto en presencia como en 
ausencia de BaP. En P. eryngii y P. ostreatus el tiempo de consumo se 
alargó hasta los 10 y 15 días tras la adición de BaP, respectivamente. 
La transformación de BaP fue aproximadamente de un 80% con 
respecto a la cantidad inicial tras nueve días de incubación en el caso 
de P. eryngii y P. pulmonarius, y de un 20% en el caso de P. ostreatus (Fig. 
3.5). En cultivos de P. sajor-caju no se observó una disminución signifi-
cativa de BaP con respecto a la cantidad inicial añadida. 
A través de estos experimentos de transformación podemos hacer 
un seguimiento de la evolución del compuesto. El análisis por HPLC 
permite detectar compuestos que puedan proceder de la trans-
formación de BaP. En la Fig. 3.5 B se muestra el cromatograma de un 
extracto de un cultivo de P. pulmonarius en presencia de BaP. Se puede 
apreciar la aparición de un pico con un tiempo de retención de 7,8 
minutos a la vez que el pico de BaP desaparece.  
A diferencia del 2,4-DCF, la adición de BaP no tuvo un efecto signi-
ficativo sobre ninguna de las actividades ligninolíticas secretadas por 
las diferentes especies del género Pleurotus seleccionadas en este estu-
dio. 
Los niveles de actividad peroxidasa versátil fueron similares entre 
las cuatro especies (alrededor de 400 mU/mL, Fig. 3.6), aunque el pa-
trón de expresión fue diferente. El pico máximo de actividad coincidió 
con la adición de BaP en P. eryngii y P. ostreatus (Fig. 3.6 A y 3.6 C), 
aunque en cultivos de este hongo también se observó un segundo pico 
entre el cuarto y sexto día tras la adición del contaminante. En P. 
pulmonarius, este pico máximo fue anterior y la actividad decayó 
bruscamente (Fig. 3.6 B). La desaparición de esta actividad podría ser 
debida a la presencia de grandes cantidades de peróxido de hidrógeno 
producido por la alta actividad aril alcohol oxidasa presente en los 
cultivos de este hongo (Böckle et al., 1999) En P. sajor-caju, el pico 
máximo de la actividad peroxidasa se dio entre el sexto y décimo día 
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tras la adición de BaP, aunque apareció un pico minoritario en el 
momento de añadir BaP (Fig. 3.6 D). 
 
Figura 3.5. A) Porcentaje de BaP remanente tras su 
adición a cultivos de Pleurotus: P. eryngii ( ),P. 
pulmonarius ( ), P. ostreatus ( ) y P. sajor-caju ( ). B) 
cromatograma de los extractos de cultivos de P. 
pulmonarius a tiempo 0 (línea verde) y tras 9 días de 
incubación (línea roja).  
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Los niveles de actividad aril alcohol oxidasa fueron prácticamente 
despreciables en P. eryngii hasta alcanzar el décimo día tras la adición 
de BaP (Fig. 3.7 A). En P. ostreatus no se detectó a lo largo de todo el 
periodo de cultivo (Fig. 3.7 C). En el caso de P. sajor-caju, la actividad 
aril alcohol oxidasa comenzó a detectarse en el quinto día de cultivo 
(Fig. 3.7 D). Sin embargo, y al igual que ocurría en los experimentos 
con 2,4-DCF, los niveles son mínimos comparados con los obtenidos en 
P. pulmonarius. En este caso, la actividad comenzó a detectarse tras la 
adición de BaP al quinto día de cultivo y se observó una ligera dis-
minución en los cultivos tratados con BaP a partir del décimo día de su 
adición (Fig. 3.7.B). 
 
Figura 3.6. Actividad PV en cultivo líquido de diferentes especies de 
Pleurotus (A, P. eryngii; B, P. pulmonarius; C, P. ostreatus; D, P. sajor-caju;) en 
presencia (línea continua) o ausencia (línea discontinua) de BaP. El tiempo 0 
implica la adición de BaP. 
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En relación a la actividad lacasa, los patrones de expresión y los 
niveles de actividad en cultivos de P. eryngii y P. ostreatus fueron 
similares, encontrándose un pico a tiempo cero y manteniéndose por 
encima de 10 mU/ml hasta el décimo día tras la adición de BaP (Fig. 
3.8 A y 3.8 C). En P. sajor-caju apareció un pico alrededor del quinto día 
(tiempo 0), aunque la actividad se incrementó hasta alcanzar un 
máximo de 40 mU/mL alrededor del quinceavo día tras la adición de 
BaP (Fig. 3.8 D). En el caso de P. pulmonarius, la actividad aumentó 
paulatinamente hasta el quinto día tras la adición de BaP, a partir del 
cual sufrió un fuerte incremento, alcanzándose valores de alrededor de 
500 mU/mL en el décimo día de incubación en presencia de BaP (Fig. 
3.8 B). 
 
Figura 3.7. Actividad AAO en cultivo líquido de diferentes especies de 
Pleurotus (A, P. eryngii; B, P. pulmonarius; C, P. ostreatus; D, P. sajor-caju;) en 
presencia (línea continua) o ausencia (línea discontinua) de BaP. El tiempo 0 
indica la adición de BaP. 
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3.1.2. Transformación de contaminantes aromáticos por las enzimas 
ligninolíticas secretadas por P. eryngii 
El hongo P. eryngii es capaz de secretar tres isoenzimas de lacasas 
diferentes: lacasa 0, I y II, nombradas según el orden de elución en 
cromatografía de intercambio aniónico (Muñoz, 1995). Las isoenzimas 
I y II se diferencian en la temperatura y pH óptimo de oxidación 
utilizando ABTS como sustrato, así como en su punto isoeléctrico y 
masa molecular (Muñoz et al., 1997b). Con el fin de expandir las 
posibilidades catalíticas de esta enzima en la oxidación de compuestos 
de naturaleza no fenólica, se utilizaron como mediadores los compues-
tos HBT y ABTS, ampliamente usados en reacciones de deslignifica-
ción, blanqueo de pasta de papel y degradación de compuestos recalci-
trantes. 
 
Figura 3.8. Actividad LAC en cultivo líquido de diferentes especies de 
Pleurotus (A, P. eryngii; B. P. pulmonarius; C, P. ostreatus; D, P. sajor-caju;) en 
presencia (línea continua) o ausencia (línea discontinua) de BaP. El tiempo 
0 marca la adición de BaP. 
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En relación a la actividad peroxidasa versátil, P. eryngii es capaz de 
secretar en medio líquido dos isoenzimas, codificadas por dos alelos 
del mismo gen vpl (Ruiz-Dueñas et al., 1999b), que muestran una afini-
dad similar hacia diferentes sustratos (Martínez et al., 1996b). La isoen-
zima utilizada en los experimentos de transformación fue la variante 
alélica VPL1. Esta peroxidasa, producida en medio líquido y fermenta-
ción en estado sólido, es capaz de oxidar tanto Mn2+ como compuestos 
aromáticos fenólicos y no fenólicos para cerrar su ciclo catalítico 
(Camarero et al., 1999; Ruiz-Dueñas et al., 1999a). El Mn3+ generado 
puede actuar como mediador y oxidar eficientemente compuestos de 
naturaleza no fenólica (Gómez-Toribio et al., 2001) 
3.1.2.1. Transformación de 2,4-diclorofenol 
Con el fin de determinar la implicación de las enzimas ligninolíticas 
peroxidasa versátil y lacasa en el proceso de degradación del 2,4-DCF, 
se llevaron a cabo ensayos de transformación de este compuesto con 
las enzimas de P. eryngii bajo diferentes condiciones. 
Las tres isoenzimas de lacasa secretadas por P. eryngii son capaces 
de transformar 2,4-DCF tanto en presencia como en ausencia de 
mediadores, aunque la isoenzima más eficiente a la hora de llevar a 
cabo este proceso fue la isoenzima I (Fig. 3.9 A). Como se puede obser-
var, la cantidad presente a las 6 horas de incubación fue prácticamente 
despreciable en los ensayos utilizando HBT o ABTS como mediadores, 
y en ausencia de mediador fue capaz de transformar alrededor de un 
50% con respecto al control sin enzima tras seis horas de incubación. 
La transformación de 2,4-DCF por peroxidasa versátil de P. eryngii 
(Fig. 3.9 B) fue completa tras una hora de incubación en ausencia de 
Mn2+, y de alrededor de un 60% en el caso de utilizar la enzima con el 
mediador. Estos resultados no se modificaron con tiempos mayores de 
tratamiento. 
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Figura 3.9. A) transformación de 2,4-DCF por lacasa I 
de P. eryngii ( ) en presencia de HBT ( ) o ABTS ( ); 
control sin enzima ( ). B) transformación de 2,4-DCF 
por PV en presencia ( ) o ausencia ( ) de Mn2+; con-
trol sin enzima ( ). 
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Figura 3.10. A) transformación de BaP por lacasa 0 
( ), lacasa I ( ) y lacasa II ( ) de P. eryngii en presen-
cia de ABTS como mediador. B) transformación de 
BaP por lacasa I ( ) y en presencia de ABTS ( ) o 
HBT ( ). 
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3.1.2.2. Transformación de benzo(a)pireno 
Los experimentos de transformación de BaP se llevaron a cabo única-
mente en presencia de ABTS y HBT, debido al carácter no fenólico de 
este compuesto. Aunque la desaparición de BaP no fue completa tras 
48 horas de incubación en presencia de ABTS, la cantidad inicial se 
redujo alrededor de un 80% en el caso de utilizar las isoenzimas lacasa 
0 y lacasa I, y solo un 30% en los tratamientos con lacasa II (Fig. 3.10 A). 
Los controles sin enzima no mostraron una disminución en el porcen-
taje de BaP remanente. 
Para comparar el efecto de diferentes mediadores, se seleccionó la 
isoenzima lacasa I, ya que en el experimento previo con ABTS mostra-
ba mayor capacidad de transformación de BaP. En la Fig. 3.10 B se 
muestran los resultados obtenidos con el uso de ABTS o HBT, detec-
tándose, al igual que el caso del 2,4-DCF, una capacidad de trans-
formación similar utilizando los dos mediadores (alrededor del 60% 
tras 24 horas de incubación). 
 
Figura 3.11. Transformación de BaP por PV de P. 
eryngii en presencia de Mn2+ ( ); control sin en-
zima ( ). 
Resultados 
79 
Por otro lado, se llevó a cabo el ensayo de la capacidad de trans-
formación de BaP mediante tratamientos con peroxidasa versátil de P. 
eryngii y Mn2+, ya que estudios previos sin Mn2+ no habían mostrado 
una transformación significativa de BaP. La mayor tasa de transforma-
ción se observó durante las primeras horas de incubación (40% tras 
cinco horas de ensayo), pero este porcentaje, al igual que en el caso de 
2,4-DCF, no aumentó tras 24 horas de incubación (Fig. 3.11). 
3.1.3. Mineralización de contaminantes aromáticos por cultivos de 
hongos del género Pleurotus 
3.1.3.1.  Mineralización de 2,4-diclorofenol 
La mineralización de 2,4-DCF en cultivo líquido es un proceso más 
lento que la simple transformación del compuesto, ya que, aunque la 
transformación requiera tan solo 10 horas de incubación en presencia 
del compuesto recalcitrante, la detección de 14CO2 procedente de su 
completa oxidación solo es posible tras siete días de incubación (Fig. 
3.12). De las cuatro especies en estudio, P. sajor-caju, como en los expe-
rimentos de transformación, fue capaz de alcanzar el mayor grado de 
mineralización (2,5 veces más que en el resto de las especies tras veinti-
ocho días de incubación). 
En P. pulmonarius y P. ostreatus, los niveles y el patrón de mineraliza-
ción fueron semejantes. En P. eryngii se observó un retraso, aunque se 
llegaron a alcanzar los mismos niveles de mineralización que en P. 
pulmonarius y P. ostreatus. 
Para comprobar la capacidad de mineralización en condiciones simi-
lares a las de un proceso natural de degradación, se llevaron a cabo si-
mulaciones en microcosmos utilizando paja de trigo como sustrato de 
crecimiento y con arena de playa como portadora de BaP marcado 
radiactivamente. En la Fig. 3.13 se muestran las botellas de cultivo 
utilizadas en este tipo de experimentos, con el sustrato colonizado por 
micelio de las diferentes especies de Pleurotus. En el caso del 2,4-DCF, 
no se pudo determinar el porcentaje de mineralización debido a la 
volatilidad de compuesto, que enmascaró las medidas de radiactividad 
en la atmósfera de los cultivos. 
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Figura 3.12. Mineralización de 2,4-DCF tras su adición a 
cultivos en medio glucosa peptona-extracto de levadura 
por diferentes especies de Pleurotus P. eryngii ( ), P. 
pulmonarius ( ), P. ostreatus ( ) y P. sajor-caju ( ). 
3.1.3.2. Mineralización de benzo(a)pireno 
El grado de mineralización de BaP alcanzado por los hongos del géne-
ro Pleurotus en cultivo líquido se muestra en la Fig. 3.14 A. Solo en 
cultivos de P. eryngii y P. pulmonarius se observó CO2 procedente de la 
oxidación de BaP tras 21 días de incubación, con porcentajes del 2% y 
0,6%, respectivamente. No se observó liberación de radiactividad por 
los controles autoclavados. 
La mineralización detectada en experimentos de fermentación en es-
tado sólido fue menor que en cultivo líquido. Los cultivos de P. 
pulmonarius mostraron el mayor grado de mineralización tras ocho 
semanas de incubación, aunque la pauta seguida hasta la quinta se-
mana fue similar a la de P. eryngii (Fig. 3.14 B). En el caso de P. sajor-
caju y P. ostreatus, los niveles alcanzados tras ocho semanas fueron 
menores. 
El seguimiento de las actividades ligninolíticas usando paja de trigo 
como sustrato de crecimiento se llevó a cabo en cultivos paralelos sin 
radioactividad. La aril alcohol oxidasa no se detectó tras 7 semanas en 
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ningún cultivo, ni siquiera en el caso de P. pulmonarius, el cual produ-
cía niveles muy altos en cultivo líquido.  
 
Figura 3.13. Fotografía de las botellas en donde se realizaron los 
experimentos de mineralización donde se muestra el medio paja 
de trigo colonizado por Pleurotus. La botella a la izquierda repre-
senta el control sin inocular.  
En el caso de la actividad peroxidasa versátil (Fig. 3.15 A), los nive-
les detectados al comienzo del experimento fueron de 2 U/g de paja en 
el caso de P. eryngii y P. pulmonarius, aunque esta actividad disminuyó 
drásticamente en ambos casos a partir de la segunda semana de cultivo, 
manteniéndose por debajo de las 0,5 U/g de paja hasta el final del 
experimento. En P. ostreatus la actividad se mantuvo entre 3-4 U/g de 
paja durante todo el periodo de incubación y en P. sajor-caju ocurrió 
algo similar, aunque los niveles se mantuvieron alrededor de 2 U/g de 
paja. 
La actividad lacasa detectada en estos cultivos se mantuvo por en-
cima de las 200 mU/g de paja en las cuatro especies ensayadas, aun-
que en P. ostreatus, P. sajor-caju y P. eryngii se observó un pico máximo 
de actividad en la segunda semana, con valores de 800, 650 y 450 
mU/g de paja, respectivamente (Fig. 3.15 B). 
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Figura 3.14. A) mineralización de BaP tras su adición a 
cultivos en medio glucosa-peptona-extracto de levadura. 
B) mineralización de BaP en cultivos de fermentación en 
estado sólido por diferentes especies de Pleurotus: P. eryngii 
( ), P. pulmonarius ( ), P. ostreatus ( ) y P. sajor-caju ( ). 
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Figura 3.15. Evolución de las actividades PV (A) y LAC (B) por cultivos 
de Pleurotus en fermentación en estado sólido usando medio paja de 
trigo: P. eryngii ( ),P. pulmonarius ( ),P. ostreatus ( ) y P. sajor-caju ( ). 
3.2. CLONACIÓN DE GENES DE LACASA DE P. eryngii 
3.2.1. Diseño de cebadores específicos para lacasas 
Los oligonucleotidos mostrados en la Fig. 3.16, diseñados a partir del 
alineamiento de secuencias de cDNA de genes codificantes para laca-
sas de hongos del género Pleurotus, se utilizaron como cebadores en 
una reacción de PCR para obtener sondas específicas de genes de la-
casa. 
En esta reacción se obtuvieron dos fragmentos de DNA de 580 pb y 
520 pb (Fig. 3.16). Una vez secuenciados, se comprobó su identidad 
con secuencias de genes de lacasas mediante un alineamiento BLAST. 
Estos fragmentos solo compartían 58,1% de identidad, por lo que se 
consideraron como genes diferentes y se utilizaron como dos sondas 
en el screening de una genoteca de P. eryngii. 
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5’-TCRAHGTCCCBGAYCAAGCTGG-3’
5’-SAARGWRTGWCCGTCGATMGAG-3’
  
Figura 3.16. Representación esquemática del screening de la geno-
teca de DNA de P. eryngii. A) Obtención de sondas por PCR. B) 
Marcaje de las sondas e hibridación sobre genoteca de DNA de P. 
eryngii. C) Purificación y digestión del DNA de los clones positivos 
(1, molecular weight marker VII; 2, EcoRI; 3 BamHI; 4, SalI) e identi-
ficación de los fragmentos portadores de genes de lacasas por 
Southern blot.  
3.2.2. Screening de una biblioteca genómica de P. eryngii 
Usando el fragmento de 580 pb marcado con digoxigenina se obtuvie-
ron varios clones capaces de hibridar, de los cuales se purificó, clonó y 
secuenció un fragmento de 6 kpb obtenido tras la digestión del DNA 
del bacteriófago con la enzima EcoRI. Este fragmento contenía un ORF 
de 2,6 kpb y corriente arriba de este fragmento se secuenciaron unas 
700 pb, correspondientes a la región del promotor. A este gen se le de-
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nominó como pel3 (“pleurotus eryngii laccase”) y su secuencia se depo-
sitó en GenBank con la clave de acceso AY686700. 
En el caso de la sonda de 520 pb, y tras la selección de varios clones 
capaces de hibridar, se purificaron, clonaron y secuenciaron dos frag-
mentos: un fragmento EcoRI de 9 kpb y otro BamHI de 6 kpb. En 
ambos fragmentos se encontraba una secuencia truncada con gran 
homología con otros genes de lacasa. Mediante la comparación con 
otras secuencias de lacasa se pudo detectar la presencia de un ORF, 
aunque estaba interrumpido. A pesar de esto, se determinaron los 
codones de inicio (presente en el fragmento EcoRI de 9 kpb) y de 
terminación de la transcripción (presente en el fragmento BamHI de 6 
kpb). De forma estimada, el tamaño del ORF era prácticamente idén-
tico al obtenido con la sonda anterior, y al igual que en este caso, se 
secuenció una porción del gen, de unos 800 pb, correspondiente a la 
región promotora. Siguiendo la nomenclatura anterior, este gen lo 
denominamos como pel4 y el cDNA se depositó en GenBank con la 
clave de acceso DQ234990. 
3.2.3. Análisis estructural de los genes de lacasas, asilamiento de los 
cDNA y caracterización de las secuencias de proteína 
A partir de las secuencias de DNA genómico de pel3 y pel4 se llevó a 
cabo una predicción de los marcos abiertos de lectura por comparación 
con otras secuencias de genes de lacasas. Para verificar esta predicción, 
se llevaron a cabo reacciones de RT-PCR usando los cebadores descri-
tos en Materiales y Métodos (3.9.9), que incluían los codones de inicio 
y de terminación de cada uno de los genes, y mRNA aislado de micelio 
de P. eryngii, obtenido tras 4 días de incubación en medio glucosa-
peptona-extracto de levadura. 
Los productos de estas reacciones se secuenciaron y la comparación 
del correspondiente cDNA con la secuencia del gen pel3 confirmó la 
presencia de 19 intrones, con un tamaño entre 63 y 46 pb. En el caso de 
pel4, al no disponer de la secuencia completa, únicamente se estimó la 
presencia de 15 intrones, con un tamaño de entre 76 y 49 pb, aunque es 
posible la existencia de un intrón más, ya que como podemos ver en la 
Fig. 3.18 (recuadro negro), la secuencia del gen queda interrumpida al 
final de un exón y al comienzo del siguiente. 
En la secuencia promotora de pel3 (Fig. 3.17) se identificó una caja 
TATA en posición -84. Además, se determinó la presencia de diferen-
tes elementos de respuesta a metales: una secuencia de sensibilidad a 
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cobre VTVBVGCTGW (Uldschmid et al., 2002) en la posición -410, un 
elemento de respuesta a cobre, análogo a la secuencia de reconoci-
miento del factor de transcripción ACE1 de levaduras HTHXXGCTC 
(Labbé y Thiele, 1999), en posición -291, y dos posibles elementos de 
respuesta a metales TGCRCXC, en concordancia con secuencias 
consenso previamente descritas (Thiele, 1992), en las posiciones -236 y 
-688. 
En relación a la secuencia promotora de pel4 (Fig. 3.18), también se 
determinó la presencia de diferentes tipos de elementos reguladores. 
Entre éstos, se identificó un elemento regulatorio GTGCACGTGATGA 
de respuesta a la ausencia de fosfato, en posición -232, análogo al que 
reconoce el factor de transcripción Pho4p, implicado en la regulación 
de la transcripción de fosfatasas ácidas de levaduras (Lemire et al., 
1985). Además, se identificó la en posición -558 una secuencia de reco-
nocimiento RGTGACNNNGC de elementos ARE en respuesta a anti-
oxidantes, presente en promotores de genes de mamíferos (Rushmore 
et al., 1991). Por último, se identificaron varias cajas CAAT en las 
posiciones -809, -695, -452, -444 y -333, y una posible caja TATA en la 
posición -49. 
Por otro lado, también se identificaron, en ambos promotores, las se-
cuencias consenso TGGGT y ATATC (en las posiciones -562, -335 y -
102 en pel3 y -825, -701, -677, y -106 en pel4), descritas en los promoto-
res de otros genes de lacasas de basidiomicetos, y que han sido pro-
puestas pomo posibles elementos regulatorios en la expresión de los 
genes que codifican para estas enzimas (Soden y Dobson, 2003). 
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gactggccgtaagcacaggagcgtcttgcgcaccctgcatcaacgttggcgttagcgtagcgacgaagcatg
gccttcccgacttacgacgaaggcagagatggcgcagatggtgatgatgagcgacttgaacatgtttggggg
gctagagtgtgggttgtactttgggccttgaattgatcgcacacagcttatatgtaagtctcttcgaaatat
tggtcatttctggaacctaagaactccttctgattagtgcatccctcgctcccgccctccgcagtaccgaag
ttcggactccccgattgagctgttgacttgcggtgtagatctgcatccatgtcacaaacatagataccaggt
cacaccttttttgtccaccagatatccataccaacgccatgaaaagaagcacttcgagtctatttcgctctg
gtagcctcatggactcttcttcgtatccccgaatacatccaggcactgcactccctcgcagacgatcatcgc
tccctcatggcaaacaggtttctaagaacaccagccgattcgtttcaagatactcgagatgaggcacgccta
accgaagcttcctaatccattcgtcttcattctcatgcatatcgacttgtagatgtatttaagacctgtact
gatgattgcaaacagcatcgacctccaattatttaacacctcatccaccgcgtactgctacacctacaaacg
ATGTTTCCAGGCGCACGGATTCTCGCTACGCTTACATTAGCTCTTCACCTTTTACATGGC
M F P G A R I L A T L T L A L H L L H G  
ACTCATGCTGCCATCGGGCCCATTGCCGACATGTACATCGTCAACGAGGACGTCTCTCCT
T H A A I G P I A D M Y I V N E D V S P
GACGGCTTCGCTCGTTCgtgagtggatcctcggtgtgcttttggccacagcacaaattta
D G F A R S intron I
ttacgcagGGCTGTCGTCGCTCGCTCTGTGCCGGCCACAGATCCGACGCCTGCGTCGGTA
A V V A R S V P A T D P T P A S V
TCGGTTCCTGGCGTCCTCGTGCAAGGAAACAAGgtaacccatgttcgccttcatgaagcc
S V P G V L V Q G N K  
gctcgttttgctcactcttcttagGGCGATAACTTTCAGCTGAACGTTCGCAATCAACTG
intron II G D N F Q L N V R N Q L  
TCGGACTCGACTATGTTGAAGACTACTAGTATCgtatgcatgtgaatggttgttttggat
S D S T M L K T T S I intron III
gaatactgacttcctgcgcagCATTGGCATGGCTTCTTTCAATCCGGCTCTACGTGGGCA
H W H G F F Q S G S T W A  
2 3
GATGgtatgtcttcactacgtattacgatgcctcgctaatcttcttcaagGACCCGCGTT 
D G intron IV P A F
CGTGAATCAGTGCCCCATCGCCTCGGGGAATAGCTTCCTgtgagtgtccttaccttgtct
V N Q C P I A S G N S F L
ctatctttcattcattgaacattctcagATATGACTTTAACGTTCCCGACCAAGCTGGCA
intron V Y D F N V P D Q A G T
CGTTCTgtaagtcgacgatcatgaatccactttgtgcctcctaatcgtatatgcagGGTA 
F W intron VI Y
CCATTCGCATCTTTCCACCCAGTATTGTGATGGTCTTAGAGGACCATTTGTAGTgtaagt
H S H L S T Q Y C D G L R G P F V V
3 3
ttcatatcgataagacgctaagacgcgccgggcttaatcatccacgcagATACGATCCCT
intron VII Y D P S
CCGATCCCCACCTGTCCTTATATGACGTTGACAACGgtgagctgtgaacgtattccggtc 
D P H L S L Y D V D N A
tctgcaacgtgctgacagtctcacttccagCCGACACTGTCATTACACTTGAAGATTGGg
intron VIII D T V I T L E D W
tacatttcactccctctccctcatggaaattgatgtgttcttactttttctgtagTACCA 
intron IX Y H
CGTTGCGGCCCCTCAGGGTGCAGTGCTTCCTACTCCTGATAGCACGCTCATCAATGGTAA
V A A P Q G A V L P T P D S T L I N G K
AGGTCGCTTCGCCGGGGGGCCGACTTCCCCTTTGGCTATCATCAACGTCGAAAGCAACAA
G R F A G G P T S P L A I I N V E S N K
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Figura 3.17. Estructura del gen pel3 de P. eryngii. Los intrones aparecen en 
minúscula y cursiva. Los residuos implicados en la coordinación de átomos de 
cobre se muestran en negrita, numerados dependiendo del tipo de centro de 
cobre. El sitio de N-glicosilación se muestra subrayado. Los elementos de res-
puesta a metales y la secuencia del péptido señal se muestran sobre fondo gris. 
Los elementos de regulación de lacasas aparecen sobre fondo negro. La caja 
TATA y la señal de poliadenilación están encerradas en cuadrados de línea 
continua. 
 
 88 
 
Figura 3.17. (Continuación). 
GCGATATCGTTTCCGACTTATCTCGATGTCTTGCGACCCCAATTTCACGTTCTCAATCGA
R Y R F R L I S M S C D P N F T F S I D
CGGTCACTCTTTGCAGGTCATTGAAGCAGATGCTGTCAATATTGTGCCCATCGTCGgttt 
G H S L Q V I E A D A V N I V P I V V 
gtctttcacgctcggcctcactgtcccgattcgctgactatagatggtcgatattgtagT
intron X
GGATAGTATCCAAATCTTCGCGGgtaagtaatacccaccctttcgtcaaatctttactaa
D S I Q I F A intron XI
gccgagtttcaagGCCAACGCTATTCATTCGTCCTGAATGCCAATCAGGCTGTCGACAAT 
G Q R Y S F V L N A N Q A V D N
TATTGGATTCGCGCAAATCCCAACTTGGGATCGACTGgtatggcattttgaaagcaacac 
Y W I R A N P N L G S T intron XII 
ttgtgcttcgctgacttcccgtaatgccagGCTTCGAAGGTGGCATCAATTCCGCTATCC
G F E G G I N S A I
TTCGGTATGCTGGTGCCACTGAAAATGACCCTGCCACGACTTCGTCGACGAGCACTCCCC
L R Y A G A T E N D P A T T S S T S T P
TTCTGGAGACTAATCTTGTGCCACTCGAAAATCCTGGTGCTCCTGGTCCCGCTGTCCCTG 
L L E T N L V P L E N P G A P G P A V P
GAGGCGCAGACATCAACATCAATCTTGCTATGGGCTTCGACTTTACTAACTTTGAAATGA
G G A D I N I N L A M G F D F T N F E M
CCATCAACGgtacgcagtctaggtcttttcaatgccttggatggttactcatctacccat 
T I N intron XIII
gcccagGTTCCCCCTTCAAAGCACCAACTGgtaagcccaactcgccagcgaaatacaaaa
G S P F K A P T intron XIV
aaattgatgtgatattcctgtagCTCCTGTTCTGCTCCAGATTCTGTCAGGTGCTACGCC 
A P V L L Q I L S G A T P
TGCCGCTTCGCTTCTTCCTTCAGGTAGTATATACGCGCTAGCAGCCAACAAAGTTGTCGA
A A S L L P S G S I Y A L A A N K V V E  
AATCTCCATACCCGCCTTAGCTGTCGGAGGACCGgtaaggtcaaatcccagcgccagaaa 
I S I P A L A V G G P intron XV
gcatgtgctgacaactatcccacctgaacagCATCCTTTCCATCTTCACGGAgtgagtaa 
H P F H L H G
1 2 3
tgcgacacgcacaattttctccagcggctgatcgacctcgtatagCACACGTTCGACGTC
intron XVI H T F D V  
ATCAGGAGTGCGGGCTCTACTACGTATAACTTCGACACTCCTGCGCGACGCGATGTTGTC
I R S A G S T T Y N F D T P A R R D V V
AACACTGGAATTGACGCGAACGACAACGTTACCATCCGCTTTGTGACGGATAATCCGGGC
N T G I D A N D N V T I R F V T D N P G
CCATGGTTCCTCCACTGgtaggcatttcccgcaattcgtgcgacagccatagactgacag 
P W F L H C intron XVII
3 1
cttcccctagCCACATTGACTGGCATCTCGAAATgtaggtggcattctttattgattcaa 
H I D W H L E I
3 1
ttactcgactcaaaggcatttagCGGTCTCGCGGTCGTTTTCGCCGAAGATGTGGCGTCC
intron XVIII G L A V V F A E D V A S
ATCAAGGCCCCACCTGgtatgcctcttcgtatctatccaccgcagcctgtgcgtatatgc 
I K A P P A intron XIX 
tgaccttcatttctccagCCGCGTGGGACGACTTGTGTCCGATTTATGATGCTTTGAGCG
A W D D L C P I Y D A L S D
ATTCCGACAGAGGTGGCATAGCTTAGgatcgcctccctgtctctgtctacttacggaaat
S D R G G I A * 
aaagtggaaaaaaatagaaccatctgcattctagtcaactcattctttgaagctcgcc 
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tcgacccatagaaacaattcatcgaccacagccc
ataaaccaacaacatcgggggcttgtggtttgccatgatgtcgatgacgaacaaatgattgccgctgatcgt
actatccgcgctgtgtgggtatcaatcaggcatccgccgatatccacggaaggggtttaggaatggaatgtc
tgtttcagaccaacaacgttgagcgggccaaccgtctgggatacgtacgtagttggtcctggctccgactcg
gaaacgttgtgacattgcctagtggaggcccagtgtttgtaggtccattaaagtgcgagagggggtccagcg
tatgctgtaattcagcggggttcatcgccctcgactgattcatgtctgccaattcatcaatcagtaaaaaa
aagatgtgggggtgcaagacgttacaacgaatgatagttgtcgtcttctgttcggtcaaattcggtatatga
caacacccaccaaagtccaccgaacaatactgatgctgtcgcacggagaggttgtgttcggacaagaatacc
tcgggcttgaactttccctggcaaggtttcagtcaagggtcggaggagtgcacgtgatgaggggggttctct
gcttatcacggtcgcagtgatcatcctgtgcgatccaagtgaacggtagtatcatcgaccctgctaacatta
ggttttggaaatgcgccggcagggagcgcgtgtcatatcaaaatttaggtcgagatgcatcgcgctttggga
agcgaacacagaatggagtatataagaatggccttcaaacacttgttccataccccctcagccgatctcccc
ATGGCGGTTGCATTCATTGCGCTTGTTTCACTCGCATTAGCACTTGTACGCGTTGAGGCC
M A V A F I A L V S L A L A L V R V E A
AGCATTGGGCCCCGCGGAACGCTGAACATCGCGAACGAAGTCATCAAGCCAGgtgtgtgc
S I G P R G T L N I A N E V I K P D
tcgcctacctgctgagtcctgacaccgtgcccattcactcatacgcgttacgttcaccgc
aaatcagATGGATTTTCTCGCTCgtgcgtaccatggccaggctaatcctcatattgttcg
G F S R S
tctaacgatccctagAGCCGTGCTTGCCGGTGGCTCCTACCCGGGCCCGTTGATCAAGGG
A V L A G G S Y P G P L I K G
CGAGACCgtacgtgtaacccccaactttattcggcgtagagctaatgcgcactccaacag
E T
GGCGACAGGTTCCAAATTAATGTCGTGAACAAGCTCGCTGACACGTCGATGCCGGTCGAC
G D R F Q I N V V N K L A D T S M P V D
ACCAGTATCgtaagcgacttcgcacctgtcagaggaacacctgttgatgttgataatgtc
T S I
cctcacatagCACTGGCACGGTATCTTCGTCAGGGGCCACAATTGGGCAGATGgtgagtt
H W H G I F V R G H N W A D G
2 3
cttgctgcagcttcgaaagcgtaagtcggcgctcatgtaccgttcgtgtctctcagGCCC
P
TGCCATGGTTACGCAATGTCCAATCGTTCCGGGTCACTCGTTTTTGTACGACTTCGAAAT
A M V T Q C P I V P G H S F L Y D F E I
CCCTGATCAAGCTGGAACATTTTGgtgagattccgttgtccgatatctatgtaccgttat
P D Q A G T F W
taatagcgccggcgtctagGTATCACTCCCATTTGGGAACGCAATATTGTGACGGACTGC
Y H S H L G T Q Y C D G L R
3 3
GAGGGCCATTCGTCGTCTACTCGAAGAATGACCCCCACAAGCGCTTGTACGATGTCGACG
G P F V V Y S K N D P H K R L Y D V D D
ACGgtgagctatctcagtttgaagcctcacctatccatcgtatgacatacatctccttaa
E
gAATCGACCGTGCTGACCGTTGGTGACTGgtacgtgaaacaccacttgattcagccattg
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Figura 3.18. Secuencia parcial del gen pel4 de P. eryngii. Los intrones 
aparecen en minúscula y cursiva. Los residuos implicados en la coordina-
ción de átomos de cobre se muestran en negrita, numerados dependiendo 
del tipo de centro de cobre. Los sitios de N-glicosilación se muestran 
subrayados. La secuencia del péptido señal se muestra sobre fondo gris. 
La señal de poliadenilación, y las cajas TATA y CAAT aparecen encerra-
das en cuadros. El elemento de respuesta a fosfato aparece en negrita so-
bre fondo gris y el elemento ARE subrayado. Los elementos de regulación 
de lacasas aparecen sobre fondo negro. En un cuadro de línea negra se 
resaltan los aminoácidos y la secuencia de cDNA que debería estar 
interrumpida por un intrón. 
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Figura 3.18. (Continuación).  
gtaattgacactccatcaaagGTACCACGCCCCCTCATTATCACTCTCTGGAGTCCCCCA
Y H A P S L S L S G V P H
CCCCGACTCAACACTATTCAATGGCCTTGGCCGTTCCCTCAACGGTCCAGCATCGCCGTT
P D S T L F N G L G R S L N G P A S P L
GTACGTCATGAACGTAGTCAAAGGCAAGCGCTATCGTATTCGGCTCATCAACACTTCCTG
Y V M N V V K G K R Y R I R L I N T S C
CGACTCCAACTATCAATTCTCTATCGACGGACATGCCTTCACTGTTATCGAAGCTGATGG
D S N Y Q F S I D G H A F T V I E A D G
AGAGAACACTCAGCCTCTGCAGGgtacgtataccatcagtcttccaacactattcgcaga
E N T Q P L Q V
actcctgtctaacctccattcacatcagTCGATCAAGTGCAAATTTTTGCAGGtgcgttc
D Q V Q I F A G
taatcaccgcCCAGCGCTATTCGCTTGTCCTCAACGCGAATCAGGCAGTCGGCAACTACT
Q R Y S L V L N A N Q A V G N Y W
GGATCCGCGCAAACCCCAACAGCGGCGACCCCGGCTTCGCGAACCAGATGAACTCTGCCA
I R A N P N S G D P G F A N Q M N S A I
TCCTCCGCTACAAAGGCGCACGCAACGTCGACCCCACAACGCCCGAGCGGAACGCTACCA
L R Y K G A R N V D P T T P E R N A T N
ACCCCCTCCGTGAATACAACCTTCGCCCGCTCATCAAGGAGCCTGCGCCAGGCAAACCAT
P L R E Y N L R P L I K E P A P G K P F
TCCCTGGCGGCGCCGATCACAACATCAACCTAAACTTCGCTTTCGATCCTGCCACAGTGT
P G G A D H N I N L N F A F D P A T V L
TGTTCACCGCAAACAACTATACGTTTGTGCCCCCTACTGTTCCGGTGTTGTTGCAGATCT
F T A N N Y T F V P P T V P V L L Q I L
TGTCGGGCACGCGCGATGCGCATGATCTGGCCCCTGCTGGGTCGATTTATGACATTAAGC
S G T R D A H D L A P A G S I Y D I K L
TGGGAGACGTCGTTGAGGTCACCATGCCTGCCCTCGTATTTGCTGGACCG gtacgtctca
G D V V E V T M P A L V F A G P
aatcattcctcatgcactctaatcggttacttatagctattggtgtatgaag CATCCCAT
H P M
1
GCACTTACATGGGgtgagcccgttttcaacgcatcgtcttgacgtttctcacaattgcg c
H L H G
2 3
agCATTCCTTCGCTGTGGTTCGTAGTGCCGGCAGCAGCACATACAACTACGAGAACCCCG
H S F A V V R S A G S S T Y N Y E N P V
TCCGTAGGGATGTCGTATCCATCGGTGATGACCCAACAGACAACGTCACCATCCGATTCG
R R D V V S I G D D P T D N V T I R F V
TAGCAGACAACGCGGGTCCATGGTTCCTCCATTGgcaagtaattctcttcgcttccctgc
A D N A G P W F L H C
3 1
gattggccgaactaactcatttctatcagCCACATTGACTGGCATCTTGATCTgtaagtc
H I D W H L D L
3 1
tatcttcctcctcttgcgaacaagagcagattaacgtctaatctcag GGGCTTCGCTGTC
G F A V
GTCTTTGCCGAAGGAGTAAACCAGACCGCAGTGGCCAACCCCGTGCCTG gttagcaatat
V F A E G V N Q T A V A N P V P E
ttctcttcctacccttccttgtcacatcctcttacatactgagcag AAGCCTGGAACGAT
A W N D
TTATGCCCAATATACAACAGCTCAAACCCATCGAAACTCCTAATGGGCACCAATGCCATC
L C P I Y N S S N P S K L L M G T N A I
GGCCGTCTGCCTGCGCCACTGAAGGCATGAttgtaatttgacttcgaacgagagtcgtgt
G R L P A P L K A *
atagtttttattcacacttcaccccacctctcggaccattctatatactctacataatat
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En pel3 se identificó 31 pb aguas abajo del codon stop una posible 
señal de poliadenilación AATAAA. En pel4 se identificó una secuencia 
TAGT y una región rica en timidinas 32 pb aguas abajo del codon stop, 
idéntica a las secuencias de poliadenilación descritas en levaduras 
(Zaret y Sherman, 1982). 
 
Figura 3.19. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de PEL3 y 
PEL4. En minúscula se muestran los péptidos señal. Sobre fondo gris 
aparecen los ligandos de cobre, numerándose en base al tipo de centro de 
cobre que coordinan. Sobre fondo verde se muestran los residuos de 
cisteína implicados en la formación de puentes disulfuro y, subrayados, 
los posibles sitios de N-glicosilación. En negrita y rojo se muestran los 
residuos implicados en la unión del ligando y en blanco sobre fondo 
negro los residuos identificados dentro del bolsillo de unión al sustrato. 
La secuencia codificante del gen pel3 estaba constituida por 1.596 pb 
que, una vez traducidos, dieron lugar a una proteína de 531 aminoáci-
dos (Fig. 3.19). De estos 531 aminoácidos, los 23 primeros correspon-
dían a un hipotético péptido señal, calculado mediante el servidor 
SignalP 3.0 (Dyrlov Bendtsen et al., 2004), el cual presentaba la estruc-
PEL3 mfpgarilatltlalhllhgtha AIGPIADMYIVNEDVSPDGFARSAVVARSVPATDPTP 37
PEL4 m--avafialvslalalvr -veaSIGPRGTLNIANEVIKPDGFSRSAVLAG--------- 28
2 3
PEL3 ASVSVPGVLVQGNKGDNFQLNVRNQLSDSTMLKTTSIHWHGFFQSGSTWADGPAFVNQCP 97
PEL4 --GSYPGPLIKGETGDRFQINVVNKLADTSMPVDTSIHWHGIFVRGHNWADGPAMVTQCP 86
3 3
PEL3 IASGNSFLYDFNVPDQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPSDPHLSLYDVDNADTVI 157
PEL4 IVPGHSFLYDFEIPDQAGTFWYHSHLGTQYCDGLRGPFVVYSKNDPHKRLYDVDDESTVL 146
PEL3 TLEDWYHVAAPQGAVLPTPDSTLINGKGRFAGGPTSPLAIINVESNKRYRFRLISMSCDP 217
PEL4 TVGDWYHAPSLSLSGVPHPDSTLFNGLGRSLNGPASPLYVMNVVKGKRYRIRLINTSCDS 206
PEL3 NFTFSIDGHSLQVIEADAVNIVPIVVDSIQIFAGQRYSFVLNANQAVDNYWIRANPNLGS 277
PEL4 NYQFSIDGHAFTVIEADGENTQPLQVDQVQIFAGQRYSLVLNANQAVGNYWIRANPNSGD 266
PEL3 TGFEGGINSAILRYAGATENDPATTSSTST-PLLETNLVPLENPGAPGPAVPGGADININ 337
PEL4 PGFANQMNSAILRYKGARNVDPTTPERNATNPLREYNLRPLIKEPAPGKPFPGGADHNIN 326
PEL3 LAMGFDFTNFEMTINGSPFKAPTAPVLLQILSGATPAASLLPSGSIYALAANKVVEISIP 397
PEL4 LNFAFDPATVLFTANNYTFVPPTVPVLLQILSGTRDAHDLAPAGSIYDIKLGDVVEVTMP 386
1 2 3
PEL3 ALAVGGPHPFHLHGHTFDVIRSAGSTTYNFDTPARRDVVNTGIDANDNVTIRFVTDNPGP 457
PEL4 ALVFAGPHPMHLHGHSFAVVRSAGSSTYNYENPVRRDVVSIGDDPTDNVTIRFVADNAGP 446
313 1
PEL3 WFLHCHIDWHLEIGLAVVFAEDVASIKAP---PAAWDDLCPIYDALSDS----DRGGIA- 509
PEL4 WFLHCHIDWHLDLGFAVVFAEGVNQTAVANPVPEAWNDLCPIYNSSNPSKLLMGTNAIGR 506
PEL3 -------
PEL4 LPAPLKA 513
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tura típica de secuencias de secreción en proteínas eucariotas (von 
Heijne, 1986). La masa molecular y el punto isoeléctrico estimados fue-
ron de 54 kDa y 4,42, respectivamente. Mediante el servidor NetNGlyc 
1.0 se identificó un posible sitio de N-glicosilación (NVTI), que aparece 
subrayado en la Fig. 3.17 y 3.19. 
Los ligandos para el cobre, diez histidinas y una cisteína, que se 
encuentran en todas las oxidasas de cobre azul, están conservados en 
la secuencia de la lacasa PEL3 de P. eryngii y en las Fig. 3.17 y 3.19 
aparecen numerados dependiendo de si coordinan con los cobres de 
los centros de tipo 1, tipo 2 o tipo 3. 
En el caso de pel4, el cDNA poseía un tamaño de 1.602 pb, y su tra-
ducción dio lugar a una proteína de 533 aminoácidos, cuya secuencia 
presentaba una alta identidad con otras lacasas fúngicas (Fig. 3.19). Los 
primeros 20 aminoácidos correspondían a un hipotético péptido señal, 
calculado con el servidor SignalP 3.0, de tal manera que la proteína 
madura poseía un tamaño de 513 aminoácidos, con una masa molecu-
lar y un punto isoeléctrico estimados en 56 kDa y 5,87, respectivamente. 
A lo largo de la secuencia aparecían dos sitios potenciales de N-
glicosilación en las posiciones 342 (NYTF) y 434 (NVTY). Como en el 
caso de PEL3, los ligandos de cobre fueron identificados y en la Fig. 
3.18 y 3.19 aparecen numerados a lo largo de la secuencia de PEL4. 
Otros residuos estructurales importantes identificados en PEL3 y PEL4 
son los residuos de cisteína implicados en la formación de puentes di-
sulfuro, dos pares que corresponden a los residuos Cys96-Cys493 y 
Cys128-Cys215 en PEL3, y Cys85-Cys486 y Cys117-Cys204 en PEL4 
(Fig. 3.19). 
En relación al uso de determinados codones en la incorporación de 
aminoácidos, y comparando los resultados obtenidos con ambas 
secuencias de cDNA, en la Tabla 3.1 se puede observar que los diferen-
tes codones se usan indistintamente en la codificación de aminoácidos 
por ambos cDNA, salvo en el caso de Phe, donde el codon utilizado de 
forma preferente en ambas proteínas es TTC en lugar de TTT, o en el 
caso de Arg, donde el codon usado de forma preferente es CGC. En el 
caso de la His, ambos codones son usados indistintamente con una fre-
cuencia del 50 % aproximadamente. En el caso de Cys, las frecuencias 
de uso de los dos codones TGT y TGC son las mismas en ambos genes 
(40 % y 60 %, respectivamente), aunque el triplete usado para codificar 
la cisteína que coordina el átomo de cobre de tipo 1 es TGC. 
Con respecto a la composición de aminoácidos, ambas proteínas 
presentaban un contenido similar de cada uno de los aminoácidos, no 
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observándose diferencias al comparar los porcentajes de abundancia 
entre ambas secuencias (Tabla 3.2). 
Tabla 3.1. Número (Nº) y porcentaje (%) en el uso de codones en los cDNA de 
pel3 y pel4. 
pel3 pel4 pel3 pel4 
aminoácido codon 
Nº % Nº % 
aminoácido codon 
Nº % Nº % 
Met ATG 6 100 8 100 TTG 6 14 9 20 
GCG 11 20 9 19 TTA 4 10 4 9 
GCA 8 14 13 28 CTG 7 17 9 20 
GCT 21 38 9 19 CTA 2 5 3 7 
Ala 
GCC 16 29 16 34 CTT 15 36 7 16 
AGG 1 6 3 13 
Leu 
CTC 8 19 12 27 
AGA 2 12 0 0 AAG 4 57 9 69 
CGG 2 12 2 8 
Lys 
AAA 3 43 4 31 
CGA 3 18 2 8 TTT 8 30 7 29 
CGT 2 12 6 25 
Phe 
TTC 19 70 17 71 
Arg 
CGC 7 41 11 46 CCG 6 14 8 18 
AAT 16 48 6 16 CCA 6 14 11 25 Asn 
AAC 17 52 32 84 CCT 17 40 11 25 
GAT 15 39 14 41 
Pro 
CCC 13 31 14 32 Asp 
GAC 23 61 20 59 TCG 12 29 9 27 
TGT 2 40 2 40 TCA 4 10 6 18 Cys 
TGC 3 60 3 60 TCT 6 15 4 12 
CAG 7 54 7 50 TCC 10 24 7 21 Gln 
CAA 6 46 7 50 AGT 4 10 2 6 
GAG 2 17 7 50 
Ser 
AGC 5 12 5 15 Glu 
GAA 10 83 7 50 ACG 12 34 7 26 
GGG 4 9 4 9 ACA 3 9 6 22 
GGA 9 21 11 25 ACT 17 49 4 15 
GGT 14 33 7 16 
Thr 
ACC 3 9 10 37 
Gly 
GGC 16 37 22 50 Trp TGG 8 100 8 100 
CAT 9 53 8 42 TAT 9 64 7 37 His 
CAC 8 47 11 58 
Tyr 
TAC 5 36 12 63 
ATA 3 9 1 4 GTG 9 23 10 21 
ATT 10 29 8 30 GTA 3 8 6 13 Ile 
ATC 22 63 18 67 GTT 10 25 10 21 
TGA 0 0 1 100 
Val 
GTC 18 45 21 45 
TAG 1 100 0 0 Ter 
TAA 0 0 0 0 
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3.2.4. Comparación de las secuencias de lacasas de P. eryngii con 
otras lacasas 
Aparte de los residuos de histidina y cisteína encargados de coordinar 
los átomos de cobre, PEL3 y PEL4 compartían otra serie de residuos, 
también conservados en otras secuencias de lacasa. Entre los residuos 
encargados de coordinar el cobre aparece el motivo His-Cys-His, 
implicado en la transferencia de electrones desde el centro de cobre de 
tipo 1 al centro de cobre trinuclear T2/T3 y, a continuación en la 
secuencia, aparece un residuo de isoleucina que se ha descrito como 
posible ligando del sustrato en la lacasa del ascomiceto M. albomyces 
(Ile505, Hakulinen et al., 2002), también conservado en PEL3 y PEL4. 
Otro ligando es el residuo de ácido aspártico descrito en la lacasa de T. 
versicolor (Asp205, (Bertrand et al., 2002), que aparece dentro del moti-
Tabla 3.2. Composición en aminoácidos de PEL3 y PEL4. 
PEL3 PEL4 
 número de aminoácidos % número de aminoácidos % 
Ala 52 10,2 41 8,0 
Cys 5 1,0 5 1,0 
Asp 38 7,5 34 6,6 
Glu 12 2,4 13 2,5 
Phe 26 5,1 23 4,5 
Gly 41 8,1 44 8,6 
His 14 2,8 19 3,7 
Ile 34 6,7 26 5,1 
Lys 7 1,4 13 2,5 
Leu 36 7,1 40 7,8 
Met 5 1,0 7 1,4 
Asn 33 6,5 38 7,4 
Pro 41 8,1 44 8,6 
Gln 13 2,6 14 2,7 
Arg 16 3,1 23 4,5 
Ser 41 8,1 32 6,2 
Thr 32 6,3 27 5,3 
Val 40 7,9 43 8,4 
Trp 8 1,6 8 1,6 
Tyr 14 2,8 19 3,7 
Total 508 100,0 513 100,0 
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vo Ser-Cys-Asp, también conservado en numerosas lacasas, Este resi-
duo está sustituido en otras lacasas fúngicas por un ácido glutámico 
(Glu235), como en la lacasa del ascomiceto M. albomyces (Hakulinen et 
al., 2002). 
Tabla 3.3. Identidad de secuencia entre las nuevas lacasas de P. eryngii y lacasas 
de diferentes grupos taxonómicos calculada con el programa ALIGN (Myers y 
Miller, 1988). 
  % de identidad 
  PEL3 PEL4 
lacasa 1, L. edodes 63,2 56,8 
lacasa III, T. versicolor 63,6 56,0 
POXA1b, P. ostreatus 56,9 95,3 
BASIDIOMICETES 
Lacasa I, P. ostreatus 92,8 56,9 
lacasa, M. albomyces 29,9 28,6 
lacasa, N. crassa 28,9 29,2 ASCOMICETES 
lacasa 1, A. nidulans 23,0 23,5 
lacasa 1, R. vernicifera 23,8 25,7 
lacasa, Liriodendron tulipifera 24,9 25,9 PLANTAS 
lacasa, Populus trichocarpa 25,4 28,0 
CotA, B. subtilis 20,4 20,5 
lacasa, Marinomonas mediterranea 19,8 19,1 BACTERIAS 
lacasa, Streptomyces lavendulae 19,7 21,0 
PEL3 vs. PEL4 56,7 
  
Otras regiones conservadas en las lacasas fúngicas son los motivos 
que incluyen los residuos de cisteína implicados en la formación de 
puentes disulfuro. En un alineamiento de 22 lacasas fúngicas, entre las 
que se encuentran las secuencias de PEL3 y PEL4, estos motivos con-
servados corresponden a Gln-Cys-Pro, Gln-Tyr-Cys-Asp-Gly-Leu-Arg-
Gly, Ser-Cys-Asp y Leu-Cys-Pro. 
La mayor identidad de las secuencias de PEL3 y PEL4 aparece al 
comparar con lacasas de hongos basidiomicetos, con valores por en-
cima del 50% (Tabla 3.3). Esta identidad disminuye hasta el 30% al 
comparar con lacasas de hongos ascomicetos, al igual que al comparar 
con lacasas descritas en plantas, donde la identidad no supera el 30%. 
Sin embargo, las identidades más bajas se obtienen al comparar con 
lacasas bacterianas, donde los valores apenas superan el 20% de identi-
dad de secuencia. 
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PEL4
PEL3
Lacasa I
3.3. PURIFICACIÓN DE LACASAS DE P. eryngii 
Al comparar las secuencias amino terminal deducidas en PEL3 y PEL4 
con las secuencias descritas para las dos lacasas de P. eryngii previa-
mente purificadas (Muñoz et al., 1997b), se observó una clara diferen-
cia, que indicaba que estos dos genes de lacasas podrían codificar nue-
vas isoenzimas (Fig. 3.20). Por esta razón se procedió a la purificación 
de las lacasas producidas por este hongo cambiando la composición y 
las condiciones de cultivo, con el objeto de aislar las nuevas isoenzimas 
codificadas por pel3 y pel4 y estudiar sus propiedades catalíticas. 
Aunque los mRNA de estos genes fueron aislados en medio glucosa-
peptona-extracto de levadura, en experimentos previos no se consiguió 
la purificación de las nuevas isoenzimas bajo estas condiciones, por lo 
que se procedió a la purificación de las enzimas producidas en medio 
PDY. 
 
Figura 3.20. Secuencias amino ter-
minal de las diferentes lacasas 
descritas en P. eryngii. 
A partir de extractos crudos de cultivos de P. eryngii en medio PDY 
tras 6 días de incubación (día de máxima actividad para esta enzima), 
se llevó a cabo la purificación de las fracciones con actividad, primero 
por cromatografía de intercambio aniónico de baja afinidad y alta 
afinidad y, posteriormente, por cromatografía de exclusión molecular. 
En la Fig. 3.21 se muestra el perfil cromatográfico y la electroforesis en 
condiciones desnaturalizantes de la fracción con actividad lacasa tras 
el último paso de purificación en columna Superdex 75. Como se 
puede observar, la muestra contiene únicamente una fracción proteica, 
con un peso molecular calculado de 54 kDa que coincide con el esti-
mado para la proteína codificada por pel3. Sin embargo, el análisis del 
extremo amino terminal mostró que la proteína aislada compartía los 
mismos aminoácidos que la isoenzima II (Ala-Thr-Lys-Lys-Leu-Asp-
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Phe-His-Ile), por lo que se buscaron nuevas estrategias para caracteri-
zar bioquímicamente estas nuevas lacasas de P. eryngii. 
 
Figura 3.21. A) perfil cromatográfico con columna Superdex 75 como último paso 
de purificación de lacasas de P. eryngii crecido en medio PDY, donde se muestra la 
absorbancia a 280 nm (línea continua) y la actividad lacasa (barras). B) SDS-PAGE 
de la fracción con actividad lacasa procedente de la columna Superdex 75 (1), y los 
marcadores de peso molecular Low (2) and High (3) Range Molecular Weight Markers. 
3.4. EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE pel3 EN Aspergillus niger 
3.4.1. Sistema de expresión heteróloga en A. niger 
Se utilizaron dos estrategias para expresar el gen pel3 de P. eryngii en A. 
niger, con el objetivo de encontrar las condiciones más idóneas de 
producción de la enzima: 
• Expresión utilizando la secuencia señal de pel3, para lo cual se 
clonó un fragmento de 1.599 pb correspondientes al cDNA com-
pleto de pel3 en el vector de expresión pAN52-1-N, dando lugar a 
la construcción pPEL3 (Fig. 3.22 A). 
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• Expresión utilizando el péptido señal de la glucoamilasa de A. 
niger, para lo cual se clono un fragmento de 1.528 pb (correspon-
dientes al cDNA de la proteína madura) en el vector de expresión 
pAN52-4, dando lugar al vector pPEL3G (Fig. 3.22 B). 
 
Figura 3.22. Representación esquemática de las construcciones pPEL3 
(A, 7.332 pb) y pPEL3G (B, 7.275 pb) donde se muestran los elemen-
tos más significativos que los conforman: PgpdA, región promotora 
del gen gpdA de A. nidulans; PEL3-PS, secuencia del péptido señal de 
PEL3; G-PS, secuencia del péptido señal de la glucoamilasa de A. 
niger; PEL3-PM, secuencia de la proteína madura de PEL3; TtrpC, 
región terminadora del gen trpC de A. nidulans.  
3.4.2. Screening de transformantes y producción de lacasa recombi-
nante 
Con ambas construcciones, pPEL3G y pPEL3, se llevaron a cabo co-
transformaciones con el plásmido p3SR2 (portador del marcador de 
selección amdS) en dos cepas de A. niger, N402 y MGG029∆∆, esta úl-
tima deficiente en la secreción de diferentes tipos de proteasas debido 
a una mutación regulatoria (Mattern et al., 1992). 
El screening de transformantes se realizó a través de sucesivos aisla-
mientos de las esporas, hasta obtener transformantes positivos tanto 
para el marcador de selección (amdS) como para el gen pel3. Para ello, 
tras la regeneración de los protoplastos y la selección de las colonias 
portadoras del gen amdS en el medio selectivo agar acetamida A (Fig. 
3.23 A y 3.23 B), se llevó a cabo el aislamiento (Fig. 3.23 C), selección y 
confirmación de los transformantes capaces de formar halos de color 
verde en medio agar acetamida-ABTS (Fig. 3.23 D). De todos estos 
transformantes (30 con la construcción pPEL3 en A. niger N402, 9 con 
la construcción pPEL3G en A. niger N402 y 10 con la misma cons-
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trucción en A. niger MGG029∆∆) se seleccionaron aquellos que en placa 
producían los halos de oxidación más intensos. 
 
Figura 3.23. Screening de transformantes para PEL3 en A. niger. A) 
control de la transformación sin p3SR2. B) transformantes positi-
vos para amdS. C) aislamiento de colonias portadoras de amdS y 
pel3. D) confirmación de colonias positivas para pel3; las colonias 
portadoras de amdS pero no pel3 no muestran halo verde alrede-
dor.  
Posteriormente, se chequeó la capacidad de producción de lacasa 
por los diferentes transformantes en medio MC líquido. Tras obtener 
una baja producción de actividad lacasa en medio MC, se llevaron a 
cabo diferentes modificaciones para mejorar la producción de esta 
enzima. Las mejores condiciones para producir lacasa implicaban la 
disminución del pH inicial del medio de cultivo de 6,2 a 2,5, la adición 
de polivinil pirrolidona (PVP) a una concentración final de 20 g/L y el 
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aumento de la concentración de glucosa a 100 g/L. En la Fig. 3.24 se 
puede observar como los niveles de actividad lacasa en el medio MC 
varían dependiendo de estos factores y como la presencia de PVP y 
glucosa 100 g/L favorecen la producción de lacasa. 
 
Figura 3.24. Variación en los niveles de actividad 
lacasa en relación a la presencia o ausencia de 20 
g/L de PVP y a la concentración de glucosa: + PVP 
y 100 g/L de glucosa ( ); + PVP y 10 g/L de 
glucosa ( ); - PVP y 100 g/L de glucosa ( ); - PVP 
y 10 g/L de glucosa ( ). El pH inicial en todos los 
casos fue 2,5. 
Teniendo en cuenta las condiciones anteriores, se compararon los 
niveles de producción de lacasa por transformantes portadores de tres 
diferentes construcciones. En la Fig. 3.25 se muestra la variación de la 
actividad lacasa en cultivos de estos transformantes (pPEL3 en N402, 
pPEL3G en N402 y pPEL3G en MGG029∆∆) en relación a diferentes 
parámetros de crecimiento, como el pH del medio de cultivo, la 
concentración de glucosa y las proteínas presentes. 
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Figura 3.25. Producción de lacasa recombinante ( ) 
frente a diferentes parámetros (sustancias reductoras, ; 
pH, ; y proteína extracelular, ) por cultivos de 
transformantes de A. niger MGG029∆∆ + pPEL3G (A), A. 
niger N402 + pPEL3G (B) y A. niger N402 + pPEL3 (C). 
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Como se puede observar, la mayor actividad específica (2,4 U/mg) 
se consiguió tras 115 horas de incubación con el transformante 
pPEL3G en MGG029∆∆ (Fig. 3.25 A). Al cambiar de cepa (N402), pero 
usando la misma construcción (pPEL3G), la producción de lacasa se 
redujo en el día de máxima actividad (1,3 U/mg, Fig. 3.25 B). La 
producción de lacasa recombinante extracelular más baja (0,4 U/mg) 
se da en el transformante de la cepa N402 portador de la construcción 
pPEL3 (Fig. 3.25 C). En relación a los parámetros medidos, se puede 
observar una ligera dependencia de la actividad en función del pH del 
medio, ya que aumenta conforme lo hace el pH y comienza a 
disminuir cuando los valores de pH disminuyen por debajo de 5. 
3.4.3. Purificación de lacasa recombinante 
Tras el establecimiento de las condiciones más idóneas de producción, 
los crudos obtenidos en medio MC, pH 2,5, más 20 g/L de PVP y 100 
g/L de glucosa, se concentraron y dializaron frente a 100 mM de NaCl 
en tampón fosfato sódico 10 mM, pH 6,0, para posteriormente llevar a 
cabo un primer paso de cromatografía de intercambio aniónico en car-
tucho HiTrap-Q. Tras este primer paso de cromatografía, se identifica-
ron las fracciones que poseían actividad frente a ABTS y se concentra-
ron, para proceder con el segundo paso de cromatografía de intercam-
bio aniónico, esta vez en columna mono-Q (alta resolución). 
Posteriormente se tomaron las fracciones que poseían mayor activi-
dad, se desecharon las fracciones adyacentes que presentaban contami-
nación con otras proteínas y se procedió a la separación de la lacasa 
mediante cromatografía de exclusión molecular, utilizando una colum-
na Superdex 75. Mediante esta técnica se consiguió purificar la fracción 
que contenía la actividad lacasa. La homogeneidad de la proteína se 
confirmó mediante SDS-PAGE y tinción con plata (Fig. 3.26). 
La masa molecular de la proteína fue de 58 kDa, calculada por SDS-
PAGE según la recta patrón: 
Ln (Masa Molecular)= 4,7084 -2,6356·Rf (R2= 0,996) 
Este valor difiere en 4 kDa con respecto a la masa molecular estima-
da a partir de la secuencia del gen (54 kDa). La diferencia en esta masa 
podría deberse al proceso de glicosilación de la proteína recombinante 
expresada en A. niger. 
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Figura 3.26. A) perfil de elución en columna Superdex 75 de la muestra con 
actividad lacasa procedente de mono-Q, en donde se señala, entre dos líneas 
discontinuas paralelas, la fracción con actividad lacasa. B) SDS-PAGE de esta 
fracción (2). (1) corresponde a Low Molecular Weight Marker (BioRad).  
3.4.4. Caracterización de la enzima recombinante 
• pH óptimo. En la Fig. 3.27 se muestra la variación de la actividad 
de la lacasa recombinante con respecto al pH, utilizando ABTS o 
2,6-DMF como sustratos. La oxidación del sustrato fenólico 2,6-
DMF muestra una curva con forma de campana, con un pico óp-
timo de oxidación a pH 6. En el caso del ABTS la tasa de oxidación 
disminuye conforme aumenta el pH. 
• estabilidad frente al pH y temperatura. La actividad de la lacasa 
recombinante tras 24 horas de incubación a diferentes pH se 
muestra en la Fig. 3.28 A. Como se puede observar, la enzima es 
más estable conforme se incrementa el pH, disminuyendo en 
mayor medida a valores de pH por debajo de 5. Con respecto a la 
temperatura, la enzima no sufre ningún cambio en la actividad 
tras 90 minutos de incubación a 30 ºC (Fig. 3.28 B), aunque decae 
en más del 90% con respecto a la actividad inicial tras 24 horas. A 
45 ºC la enzima es más inestable, con una pérdida del 70% de 
actividad tras 90 minutos de incubación, mientras que a 65 ºC la 
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enzima pierde completamente la actividad con respecto a la inicial 
tras 30 minutos de incubación. 
 
Figura 3.27. pH óptimo de la lacasa recombinante para la 
oxidación de ABTS ( ) o 2,6-DMF ( ). El porcentaje de 
actividad relativa está calculado con respecto a la máxima 
actividad encontrada con cada uno de los sustratos.  
• cálculo de los parámetros cinéticos kcat y Km. Para la obtención de 
los parámetros cinéticos Km y kcat se estudió la oxidación de ABTS 
por la enzima recombinante a pH 3,0. Los resultados del ajuste de 
los datos a la ecuación de una hipérbola, así como los parámetros 
de dicha ecuación, se muestran en la Fig. 3.29. De estos datos se 
desprende que la Km de la enzima para la oxidación de ABTS es de 
0,42 mM, y la kcat, teniendo en cuenta la masa molecular calculada 
por SDS-PAGE (58 kDa), es de 1,8 s-1, lo que se traduce en una 
eficacia catalítica (kcat/Km) de 4,3·103 M-1 s-1. 
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Figura 3.28. A) estabilidad de la lacasa recombinante 
frente a diferentes valores de pH: 2 ( ), 3( ), 4 ( ), 5 
( ), 6 ( ) y 7 ( ). B) estabilidad de la lacasa recombi-
nante frente a la temperatura: 4 ºC ( ), 28 ºC ( ), 45 ºC 
( ) y 65 ºC ( ). La actividad se midió como oxidación 
de ABTS.  
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Figura 3.29. Ajuste a una hipérbola de los datos cinéticos obteni-
dos en la oxidación de ABTS por la lacasa recombinante PEL3 
expresada en A. niger. Los símbolos ( ) corresponden a los datos 
reales y la línea continua corresponde a los datos estimados tras el 
ajuste. 
3.5. MODELADO MOLECULAR DE LA ESTRUCTURA DE LAS 
LACASAS DE P. eryngii 
En el modelado comparativo de las secuencias de las lacasas de P. 
eryngii se utilizaron como molde las estructuras de las lacasas de T. 
versicolor (código PDB 1gyc; Piontek et al., 2002), C. cinereus (código 
PDB 1a65; Ducros et al., 1998), M. albomyces (código PDB 1gw0; 
Hakulinen et al., 2002) y B. subtilis (código PDB 1gsk; Enguita et al., 
2003). 
En la Tabla 3.4 se muestran la identidad entre las secuencias de 
aminoácidos de las lacasas utilizadas en el modelado y las de P. eryngii, 
así como las desviaciones de las raíces cuadradas medias (RMSD) entre 
los carbonos alfa de las estructuras usadas como molde. Las desviacio-
nes más bajas en ambas estructuras aparecen cuando comparamos con 
las lacasas de los dos basidiomicetos, C. cinereus y T. versicolor, aunque 
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al comparar las secuencias de aminoácidos la mayor identidad en 
ambos casos corresponde con la secuencia de la lacasa de T. versicolor. 
Tabla 3.4. Identidad entre las diferentes secuencias de aminoácidos usadas 
como molde en el modelado de las lacasas de P. eryngii y desviaciones de las 
raíces cuadradas medias (RMSD) entre los carbonos alfa de las diferentes 
estructuras. 
 % identidad 
Organismo C. cinereus T. versicolor M. albomyces B. subtilis 
PEL3 55,7 65,7 29,9 20,4 
PEL4 54,2 59,0 28,6 20,5 
 
 RMSD (Å) 
Organismo C. cinereus T. versicolor M. albomyces B. subtilis 
PEL3 0,57 0,57 0,99 1,34 
PEL4 0,52 0,53 1,01 2,17 
 
 
Figura 3.30. Modelos estructurales de PEL3 (A) y PEL4 (B) en donde se muestran 
los residuos implicados en la coordinación de los átomos de cobre (10 histidinas, en 
rojo, y 1 cisteína, en verde). También se representan en verde los residuos de 
cisteína implicados en la formación de puentes disulfuro. En naranja se muestran 
las hebras β y en azul las α-hélices. 
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En la Fig. 3.30 se muestran los modelos estructurales de PEL3 (A) y 
PEL4 (B). Ambas proteínas presentan en total 31 hebras β, que se 
configurarían en tres dominios (dominio 1, dominio 2 y dominio 3), 
numerados en base a la estructura de la lacasa de T. versicolor (Piontek 
et al., 2002). Cada uno de los tres dominios presentaría una topología 
de tipo barril β, con láminas β antiparalelas. Sin embargo, el contenido 
en α hélices es diferente en ambas estructuras. En el dominio 1, PEL3 
presenta una α hélice, mientras que PEL4 presenta dos, aunque en 
ambos casos aparece una α hélice conectando el dominio 1 con el 2. El 
dominio 2 se conecta con el 3 mediante una hebra β y en el dominio 3 
ambas proteínas presentan dos hélices α. En el extremo C-terminal 
PEL3 presenta una única hélice α, mientras que PEL4 presenta 3 
hélices α consecutivas. 
Dentro de las estructuras se identificaron los dos pares de residuos 
de cisteína implicados en la formación de puentes disulfuro. En ambos 
casos, estos residuos se sitúan entre el dominio 1 y la α-hélice al final 
del extremo C terminal y entre el dominio 1 y el 2, en una zona cercana 
al centro de cobre de tipo 1 y al bolsillo de unión al sustrato descrito en 
otras lacasas. 
La estructura de este centro de cobre en PEL3 y PEL4 se muestra en 
la Fig. 3.31. En la coordinación del átomo de cobre de tipo 1 intervie-
nen 2 residuos de histidina, identificados como His404 e His466 en 
PEL3 y His439 e His456 en PEL4, y un residuo de cisteína, identificado 
como Cys461 en PEL3 y Cys451 en PEL4. La posición del aminoácido 
situado 10 residuos aguas abajo de la cisteína catalítica esta ocupada 
por una leucina (Leu471), en el caso de PEL3, y por una fenilalanina 
(Phe491), en el caso de PEL4.  
Otros residuos identificados en las estructuras de PEL3 y PEL4 que 
podrían estar implicados en la modulación del potencial redox de este 
centro de cobre son, en PEL3, los residuos Ser124 y Glu468, entre los 
cuales sería posible establecer un puente de hidrógeno. En PEL4 estos 
residuos corresponden a Gly113 y Asp458, de manera que no es posi-
ble la formación del puente de hidrógeno descrito en PEL3 (Fig. 3.31). 
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Figura 3.31. Vista esquemática del entorno del centro de cobre de tipo 1 
de las estructuras de PEL3 (A) y PEL4 (B), en donde se muestran los resi-
duos más relevantes en la modulación del potencial redox y en la 
coordinación del átomo de cobre (esfera gris).  
En relación con el centro de cobre de tipo 1, sería interesante 
determinar los aminoácidos que conformarían el bolsillo de unión del 
sustrato. Para identificar estos residuos dentro de las estructuras de las 
lacasas de P. eryngii, se compararon los descritos en la estructura de la 
lacasa de T. versicolor (código PDB 1kya), ya que esta estructura se 
cristalizó en presencia del sustrato 2,5-dimetilanilina o xilidina 
(Bertrand et al., 2002). En la Tabla 3.5 se muestran los diferentes resi-
duos identificados. Aunque no todos se encuentran conservados, están 
sustituidos por aminoácidos con carácter hidrofóbico, excepto la 
Phe265, que en el caso de PEL4 es sustituido por una serina (Ser264), y 
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la Leu164, que en PEL3 es sustituida por la Thr175 y en PEL4 por la 
His164.  
Tabla 3.5. Residuos descritos en el bolsillo de unión del sustrato. 
1kya (T. versicolor) Phe162 Leu164 Asp206 Phe265 Phe332 Phe337 
PEL3 Leu173 Thr175 Asp216 Leu275 Phe341 Met348 
PEL4 Val162 His164 Asp205 Ser264 Phe331 Phe338 
 
El residuo Asp206 de la lacasa de T. versicolor está altamente conser-
vado (también aparece en PEL3 y PEL4) y se encuentra dentro del mo-
tivo Ser-Cys-Asp, en el que también se incluye una de las cisteínas 
(Cys215 en PEL3 y Cys204 en PEL4) implicadas en la formación de 
puentes disulfuro. Se ha descrito la implicación de este residuo en la 
unión del sustrato, en combinación con una de las histidinas 
implicadas en la unión del cobre de tipo 1 (Bertrand et al., 2002), 
His466 en PEL3 e His456 en PEL4. 
En la Fig. 3.32 podemos observar la conformación del bolsillo de 
unión al sustrato en las lacasas de P. eryngii, donde se destacan los 
aminoácidos identificados en otras estructuras (Tabla 3.5). Además de 
los descritos en otras ocasiones, la conformación de este bolsillo de 
unión a sustrato en PEL3 implicaría los aminoácidos Val400, Gly401, 
Gly402 y Pro403, que en la Fig. 3.32 A se situarían a la izquierda del 
sustrato, comprimiéndolo contra los residuos Leu173, Thr175 y Leu 
275. En PEL4, los residuos Phe390, Ala391, Gly392 y Pro383, a la iz-
quierda del sustrato (Fig. 3.32 B), lo comprimirían contra Val162, 
His164 y Ser264. 
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4. DISCUSIÓN 
4.1. DEGRADACIÓN DE COMPUESTOS AROMÁTICOS CON-
TAMINANTES 
4.1.1. Transformación de contaminantes aromáticos por cultivos de 
hongos del género Pleurotus 
4.1.1.1. Transformación de 2,4-diclorofenol 
En este estudio se muestra la capacidad de los hongos de podredum-
bre blanca del género Pleurotus para llevar a cabo la transformación del 
compuesto contaminante organoclorado 2,4-DCF en cultivo líquido, 
usando medio glucosa-peptona-extracto de levadura. Todos ellos, P. 
eryngii, P. ostreatus, P. pulmonarius y P. sajor-caju, fueron capaces de 
transformar 2,4-DCF, y en el caso de las dos últimas especies, se requi-
rieron menos de 10 horas para completar la completa transformación. 
La capacidad de transformación de 2,4-DCF por hongos ha sido 
estudiada en otras ocasiones. Cabe destacar que los basidiomicetos del 
género Pleurotus muestran una mayor capacidad para transformar este 
compuesto que los micromicetes de los géneros Cunninghamella 
(zigomiceto), Rhizoctonia (basidiomiceto) y Verticillium (ascomiceto), ya 
que estos requieren 5 días de incubación para alcanzar la completa 
transformación de 2,4-DCF partiendo de una concentración inicial de 
20 mg/L (Vroumsia et al., 1999). En relación con otras especies de 
basidiomicetos de podredumbre blanca, la capacidad para transformar 
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clorofenoles, como el pentaclorofenol, es semejante (10-16% remanente 
tras 10 horas de incubación) en el caso de cultivos de P. chrysosporium 
(Mileski et al., 1988; Reddy y Gold, 2000). Resultados similares se han 
descrito en relación con la capacidad de transformación de 2-clorofenol 
por T. versicolor (Grey et al., 1998), en el que se observa una completa 
eliminación del compuesto en cultivo líquido tras 48 horas de incuba-
ción (como en el caso de P. eyngii con 2,4-DCF). Menos efectiva parece 
la transformación del compuesto 2,4,6-triclorofenol por cultivos (en 
medio líquido) de Coriolus (Trametes) versicolor y P. tigrinus, ya que se 
requieren tres días de incubación en presencia del compuesto para 
alcanzar porcentajes de transformación del 90% y 80%, respectiva-
mente (Leontievsky et al., 2000). Aunque los resultados sean compara-
bles, hay que tener en cuenta que la disponibilidad electrónica de los 
diferentes compuestos fenólicos, que determinaría su potencial de 
ionización, está condicionada por el número y posición de los 
diferentes sustituyentes que, como en el caso del cloro, actúan como 
desactivantes del anillo aromático y dificultan su oxidación. 
Uno de los objetivos del estudio era comprobar el papel de las 
enzimas ligninolíticas en el proceso de degradación de compuestos 
problemáticos para el medio ambiente. Para ello, se valoraron las 
actividades ligninolíticas en los cultivos de los diferentes Pleurotus en 
presencia de 2,4-DCF. Con respecto a la actividad peroxidasa versátil, 
aunque todas las especies fueron capaces de producir niveles similares, 
se observaron diferencias en la eficiencia de transformación de 2,4-
DCF. Sin embargo, esta actividad está condicionada por la presencia 
de H2O2 en el medio. La diferencia entre P. eryngii (menos eficaz a la 
hora de transformar el compuesto) y el resto de las especies podría 
explicarse por los niveles más bajos de aril alcohol oxidasa encontrados 
en este hongo, ya que esta enzima participa en la producción extra-
celular de H2O2 a través de un ciclo de oxidorreducción de metabolitos 
producidos por el hongo (Guillén y Evans, 1994; Gutiérrez et al., 1994). 
En P. pulmonarius no existiría esta limitación por H2O2, y, aunque la 
tendencia es a la disminución en la actividad peroxidasa versátil tras la 
adición de 2,4-DCF, la transformación por los cultivos de este hongo se 
llevó mayoritariamente a cabo en las tres primeras horas de incubación, 
en el momento en que el nivel de actividad aril alcohol oxidasa era alto. 
Sin embargo, en P. ostreatus y P. sajor-caju los niveles de actividad de 
esta enzima fueron comparables a los de P. eryngii, pero su capacidad 
para transformar el compuesto organoclorado fue similar a la de P. 
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pulmonarius, lo que hace pensar en la implicación de otras actividades 
la degradación de este compuesto. 
Así, la actividad lacasa podría tener una gran importancia en la 
transformación de este compuesto organoclorado, dada la naturaleza 
fenólica del 2,4-DCF. La conexión entre la actividad lacasa y la apari-
ción de productos procedentes de la transformación de clorofenoles ha 
sido destacada en algunas ocasiones (Grey et al., 1998). Sin embargo, 
los resultados del presente estudio no permiten establecer una clara 
conexión en el caso de las especies ensayadas. Los niveles de actividad 
lacasa fueron semejantes en las cuatro especies de Pleurotus estudiadas, 
aunque la tasa de transformación fue diferente. Esto podría también 
ser debido a la diferente especifidad de las lacasas secretadas por las 
diferentes especies. 
4.1.1.2. Transformación de benzo(a)pireno 
La transformación de HAP por hongos de podredumbre blanca en 
cultivo líquido ha sido demostrada en otras ocasiones (Bumpus, 1989; 
Kotterman, 1998). En este estudio se han comparado las capacidades 
de transformación de BaP en cultivo líquido entre diferentes especies 
del género Pleurotus. De las cuatro especies estudiadas, P. eryngii y P. 
pulmonarius mostraron una mayor capacidad de transformación. En el 
caso de P. ostreatus, la capacidad de transformación de BaP y otros 
hidrocarburos aromáticos policíclicos en cultivo líquido había sido 
demostrada (Bezalel et al., 1996c; Schützendübel et al., 1999), aunque 
en nuestro caso lo hace de forma menos eficaz que P. eryngii y P. 
pulmonarius. En el caso de P. sajor-caju, los resultados no mostraron una 
transformación significativa de BaP. En relación con otras especies de 
hongos de podredumbre blanca, experimentos con la cepa BOS55 de 
Bjerkandera sp. mostraron una transformación total del BaP presente en 
el medio de cultivo tras quince días de incubación (Kotterman et al., 
1998b); P. eryngii y P. pulmonarius transformaron totalmente este com-
puesto tras diez días de incubación. 
Al igual que en el caso de los compuestos organoclorados, se postula 
que las enzimas del sistema ligninolítico estarían implicadas en el 
ataque inicial inespecífico y en la transformación de este tipo de com-
puestos xenobióticos (Barr y Aust, 1994; Reddy, 1995). Sin embargo, 
algunos estudios muestran la ausencia de conexión entre la producción 
de enzimas ligninolíticas y la degradación de HAP (Bezalel et al., 1996a; 
Schützendübel et al., 1999). En este sentido, se han descrito intermedia-
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rios de las reacciones de transformación que no corresponden a los 
esperados en una reacción catalizada por enzimas ligninolíticas 
(Bezalel et al., 1996c). En el caso de proceder del ataque por enzimas 
modificadoras de lignina, los intermediarios de la degradación de BaP 
se han descrito como compuestos polares solubles en agua (Bogan y 
Lamar, 1996; Kotterman et al., 1998b) o quinonas (Haemmerli et al., 
1986). Sin embargo, en el caso de reacciones catalizadas por mono-
oxigenasas de tipo citocromo P-450, los intermediarios serían deriva-
dos de tipo epóxido y dihidrodioles, como en el caso de la transforma-
ción de fenantreno por P. ostreatus y P. chrysosporium (Sutherland et al., 
1991; Bezalel et al., 1996c). Nuestros resultados de la transformación de 
BaP por P. pulmonarius muestran la aparición de compuestos más 
polares, con un tiempo de retención menor que el BaP. Al no identifi-
carse los productos procedentes de la transformación, estos podrían 
pertenecer a cualquiera de los tipos mencionados. 
Como en los experimentos de transformación de 2,4-DCF, se ha 
intentado determinar la relación entre la expresión de actividades 
ligninolíticas y la transformación de BaP por las cuatro especies de 
Pleurotus. Experimentos previos con enzimas in vitro mostraron la ca-
pacidad de transformación de estos compuestos por lacasas y peroxi-
dasas de otras especies de hongos de podredumbre blanca en presen-
cia de mediadores (Haemmerli et al., 1986; Johannes et al., 1996; Joha-
nnes y Majcherczyk, 2000; Majcherczyk y Johannes, 2000). Sin embargo, 
como ocurría en el caso de la transformación de 2,4-DCF, tampoco es 
posible establecer una clara relación entre transformación y expresión 
de enzimas ligninolíticas, aunque no es descartable su participación en 
el proceso 
4.1.2. Transformación de contaminantes aromáticos por las enzimas 
ligninolíticas secretadas por P. eryngii 
Las enzimas ligninolíticas no solo están implicadas en la degradación 
directa del material lignocelulósicos, sino también en la transformación 
de compuestos recalcitrantes estructuralmente relacionados con la lig-
nina (Barr y Aust, 1994; Pointing, 2001). En el caso de los hongos del 
género Pleurotus, estudios previos con P. ostreatus y P. pulmonarius 
mostraron el papel de las monooxigenasas de tipo citocromo P-450 en 
la transformación de HAP (Masaphy et al., 1996; Bezalel et al., 1996b; 
Bezalel et al., 1996c; Masaphy et al., 1999). Para demostrar la participa-
ción de las enzimas ligninolíticas en la transformación de compuestos 
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aromáticos contaminantes por hongos del género Pleurotus, se llevaron 
a cabo experimentos de transformación in vitro con enzimas purifica-
das, tomando las lacasas y peroxidasas secretadas por el hongo P. 
eryngii como modelo. 
Las enzimas ligninolíticas de P. eryngii y otros hongos del género 
Pleurotus han sido estudiadas en profundidad en nuestro laboratorio 
(Guillén et al., 1992; Martínez et al., 1994b; Martínez et al., 1996a; 
Muñoz et al., 1997a; Varela et al., 1999; Ruiz-Dueñas et al., 1999b; 
Camarero et al., 2000). Sin embargo, hasta la fecha no se había realiza-
do ningún estudio acerca de la capacidad de estas enzimas para degra-
dar compuestos aromáticos contaminantes de interés medioambiental. 
4.1.2.1. Transformación de 2,4-diclorofenol 
Los experimentos con las tres isoenzimas de lacasa secretadas por P. 
eryngii mostraron una gran eficacia en la transformación de 2,4-DCF, 
especialmente en el caso de la isoenzima I. Esta transformación se llevó 
a cabo directamente por la enzima, aunque en presencia de un media-
dor redox (ABTS o HBT) aumentaba notablemente la transformación 
del compuesto clorado. 
La transformación de compuestos organoclorados por lacasas 
secretadas por basidiomicetos ha sido demostrada en otras ocasiones 
(Farnet et al., 2004). En nuestro caso, los valores obtenidos con las 
enzimas de P. eryngii son comparables a los obtenidos en la degrada-
ción de clorofenoles con extractos crudos o lacasa purificada del hongo 
T. versicolor (Grey et al., 1998; Leontievsky et al., 2001). 
En el caso de la peroxidasa versátil, la eficacia de transformación de 
2,4-DCF fue mayor, observándose una completa eliminación del 
compuesto tras una hora de incubación, valores superiores a los ob-
tenidos con extractos crudos del hongo P. chrysosporium con actividad 
peroxidasa (Choi et al., 2002). Aunque se ha descrito la transformación 
de clorofenoles con quelatos de Mn3+-tartrato generados con MnP del 
hongo L. edodes (Grabski et al., 1998), los resultados obtenidos con la 
peroxidasa versátil de P. eryngii sugieren que el Mn2+ actuaría como un 
inhibidor competitivo más que un mediador redox, ya que la presencia 
de este ión provoca la disminución en más de un 30% de la capacidad 
de transformación de 2,4-DCF. 
Estos resultados confirman la capacidad de las lacasas y de la 
peroxidasa versátil de P. eryngii para transformar 2,4-DCF, incluso en 
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ausencia de mediadores y, sugieren su participación en la degradación 
del compuesto organoclorado por cultivos completos de este hongo. 
4.1.2.2. Transformación de benzo(a)pireno 
En el caso de las lacasas, debido a la naturaleza no fenólica del BaP, su 
oxidación únicamente es posible mediante la adición de mediadores a 
la mezcla de reacción. Estos mediadores, de acuerdo con los trabajos 
realizados con esta y otras lacasas fúngicas (Bourbonnais y Paice, 1990; 
Martínez et al., 1994b), permiten expandir la versatilidad de la enzima 
para oxidar sustratos de naturaleza no fenólica. 
La lacasa I de P. eryngii mostró una mayor capacidad que la lacasa II 
o la lacasa 0 para degradar BaP en presencia de ABTS como mediador, 
aunque las tres isoenzimas fueron capaces de llevar a cabo la trans-
formación in vitro de BaP. Se asume que la oxidación de HAP de alta 
masa molecular, como BaP, depende tanto del potencial redox de la 
lacasa como del radical originado por el mediador. Así, la lacasa I de P. 
eryngii es capaz de transformar más eficientemente BaP que las otras 
dos isoenzimas, hecho que podría ser explicado por su mayor poten-
cial redox, evidenciado por la habilidad para oxidar rojo fenol, un sus-
trato inusual de las lacasas (datos no publicados). Similares resultados 
se han encontrado al utilizar las lacasas del hongo T. versicolor en la 
degradación de BaP usando ABTS como mediador (Collins et al., 1996). 
La transposición de estos resultados a los experimentos realizados 
en cultivo supondría la presencia de mediadores en el medio. Aunque 
el ABTS no es un mediador natural, se han descrito otro tipo de 
mediadores, producidos de forma natural por diferentes especies de 
hongos, que podrían ejercer un efecto similar al ABTS o al HBT y 
contribuirían a la degradación de compuestos no fenólicos por lacasas 
(Johannes y Majcherczyk, 2000). En este sentido, se ha descrito un 
metabolito producido por P. cinnabarinus, precursor del pigmento que 
produce este hongo, como mediador natural en reacciones catalizadas 
por la lacasa de este hongo (Eggert et al., 1996a). En el caso de P. eryngii, 
aunque no se ha llegado a caracterizar, se ha comprobado que la pre-
sencia de un compuesto de baja masa molecular en un crudo enzimá-
tico con actividad lacasa (sin actividad peroxidasa) es esencial en la 
oxidación de ácido homoverátrico (Martínez et al., 1994b). 
Los resultados sobre la capacidad de la peroxidasa versátil de P. 
eryngii para transformar BaP muestran que es necesaria la presencia de 
Mn2+. La utilización de mediador no es siempre un requisito en la 
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transformación de HAP por peroxidasas ligninolíticas (Hammel et al., 
1986), aunque su presencia mejora la capacidad de oxidación en el caso 
de la lignina peroxidasa del hongo P. chrysosporium (Haemmerli et al., 
1986). Resultados de transformación similares se obtuvieron con 
crudos con actividad manganeso peroxidasa del hongo Nematoloma 
frowardii (Sack et al., 1997). Además, en este trabajo se describe la 
mineralización de HAP, la implicación de la manganeso peroxidasa y 
la participación de glutatión como mediador. 
En los experimentos realizados con la peroxidasa versátil de P. 
eryngii en presencia de Mn2+, la capacidad de la enzima para transfor-
mar BaP se limita a las seis primeras horas de incubación. Probable-
mente, la degradación no prosigue por el agotamiento del H2O2 en la 
reacción. Así, aunque no se ha comprobado, la presencia de una fuente 
adicional de H2O2 podría favorecer la completa transformación del 
compuesto. 
Al igual que en el caso del 2,4-DCF, las lacasas y la peroxidasa versá-
til de P. eryngii son capaces de transformar, en presencia de mediado-
res, B(a)P. Este hecho corrobora la participación de estas enzimas en la 
degradación de este hidrocarburo en cultivos con el hongo completo. 
4.1.3. Mineralización de contaminantes aromáticos por cultivos de 
hongos del género Pleurotus 
Los experimentos de mineralización se llevaron a cabo en medio líqui-
do y medio sólido, con el fin de comprobar la eficiencia de estos hon-
gos para degradar compuestos contaminantes utilizando como fuente 
de carbono glucosa o material lignocelulósico. 
Muchos basidiomicetos, incluyendo las especies del género Pleurotus, 
son hongos saprofíticos que crecen en el suelo, principalmente en sus 
horizontes superficiales. La ventaja de los hongos del género Pleurotus 
frente a otros hongos de podredumbre blanca está relacionada con su 
habilidad para crecer en suelos contaminados (Martens y Zadrazil, 
1998) y secretar las enzimas del sistema ligninolítico que, como se ha 
comentado, participarían en la degradación de los compuestos conta-
minantes.  
En la remediación de suelos contaminados con compuestos orgáni-
cos pueden aplicarse métodos físico-químicos, que presentan el incon-
veniente de un mayor impacto negativo sobre el suelo como sistema 
vivo. Por esta razón, un proceso de biorremediación sería una técnica 
deseable, por ser menos agresiva, evitando la destrucción del sistema 
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edáfico (Wilson y Jones, 1993). Entre todas las posibilidades de biorre-
mediación, aquella capaz de eliminar completamente el compuesto 
resultaría la más apropiada, por el hecho de minimizar la aparición de 
productos de degradación que en ocasiones pueden llegar a ser más 
tóxicos o peligrosos que el compuesto de partida. Así, la mineraliza-
ción se presenta como la alternativa más eficaz en los procesos de 
biorremediación, dado que implica la completa eliminación del 
contaminante. 
4.1.3.1. Mineralización de 2,4-diclorofenol 
En este trabajo se muestra, por primera vez, la capacidad de 
mineralización de 2,4-DCF por cultivos de hongos del género Pleurotus, 
y abre una nueva posibilidad en la utilización de estos basidiomicetos 
de podredumbre blanca en la completa detoxificación de compuestos 
organoclorados que causan problemas medioambientales. 
Estas posibilidades incluyen la utilización de otros hongos de podre-
dumbre blanca como P. chrysosporium, donde también ha sido demos-
trada la mineralización de 2,4-DCF y otros clorofenoles en cultivo 
líquido, tanto en condiciones ligninolíticas (fuente de nitrógeno limi-
tante) como en condiciones de suficiencia de fuente de nitrógeno (Valli 
y Gold, 1991; Joshi y Gold, 1993; Reddy y Gold, 2000). 
4.1.3.2. Mineralización de benzo(a)pireno 
El principal problema de los HAP es su gran persistencia en los eco-
sistemas, principalmente debido a su baja solubilidad en agua y a su 
tendencia a ser adsorbidos en la matriz del suelo (Cerniglia, 1992; 
Harayama, 1997). Esto hace que tratamientos convencionales aplicados 
en la eliminación de otros compuestos más volátiles o polares no sean 
útiles con este tipo de compuestos (Wilson y Jones, 1993). 
En este trabajo hemos evaluado la capacidad de mineralización de 
BaP por hongos del género Pleurotus. Como hemos podido observar, y 
de forma global, las diferencias entre cultivo líquido y fermentación en 
estado sólido aparecen a dos niveles: porcentaje de CO2 liberado, ya 
que en fermentación en estado sólido no se supera en ninguno de los 
casos el 0,4%; y tiempo necesario para alcanzar estos niveles, mucho 
mayor en experimentos de fermentación en estado sólido. 
A pesar de los bajos niveles de mineralización obtenidos en este tra-
bajo, los resultados en cultivo líquido muestran valores similares a los 
obtenidos en otras ocasiones (Bumpus et al., 1985; Bezalel et al., 1996a), 
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confirmando la capacidad de mineralización de BaP por los hongos del 
género Pleurotus bajo estas condiciones. 
Finalmente, aunque la tasa de mineralización fue menor en los 
experimentos de fermentación en estado sólido, la mezcla de suelos 
con paja es una técnica habitual en la biorremediación de suelos. La 
combinación de estos hongos con organismos autóctonos podría ser 
una solución idónea para conseguir mayores niveles de mineralización. 
4.2. CLONACIÓN DE GENES DE LACASA DE P. eryngii 
El hongo de podredumbre blanca P. eryngii ha sido objeto de estudio 
en nuestro laboratorio durante los últimos años, llevándose a cabo una 
completa caracterización tanto a nivel bioquímico como molecular de 
muchas de sus enzimas ligninolíticas. A nivel molecular han sido 
estudiadas diferentes peroxidasas versátiles encontradas en medio 
líquido y sólido (Camarero et al., 1999; Ruiz-Dueñas et al., 1999b) y la 
aril-alcohol oxidasa (Varela et al., 1999), habiéndose expresado en A. 
nidulans y E. coli (Ruiz-Dueñas et al., 1999a; Pérez-Boada et al., 2002; 
Ruiz-Dueñas et al., 2006). Sin embargo, aunque se habían purificado y 
caracterizado dos lacasas en P. eryngii, hasta la fecha no se habían 
descrito genes codificantes de lacasas en este hongo. Así, este trabajo 
aporta una nueva información a nivel molecular del sistema enzimá-
tico de P. eryngii implicado en la degradación de lignina y otros com-
puestos aromáticos. 
4.2.1. Análisis estructural de los genes de lacasa de P. eryngii 
En este trabajo se han clonado y caracterizado por primera vez los 
genes pel3 y pel4 de dos lacasas pertenecientes al basidiomiceto P. 
eryngii, así como sus correspondientes cDNA. 
Los genes de lacasas descritos en basidiomicetos se caracterizan por 
presentar alrededor de 10 intrones (Eggert et al., 1998; Temp et al., 1999; 
Yaver et al., 1999), y en ascomicetos, entre 1 y 6 (Germann et al., 1988; 
Aramayo y Timberlake, 1990; Berka et al., 1997). Sin embargo, los genes 
de lacasa de P. eryngii descritos en esta tesis presentan un mayor nú-
mero de intrones, como los descritos en otros hongos del género 
Pleurotus. En el caso de pel3, la estructura exón-intrón es muy similar a 
las descritas previamente para el gen pox1 (Giardina et al., 1995) y para 
el gen lccK de P. ostreatus (Okamoto et al., 2003). Tanto en pel3 como en 
pel4 los intrones identificados mostraron la regla GT-AG (Padgett et al., 
1984). 
 122 
La expresión de los genes de lacasa de basidiomicetos es regulada 
por la presencia de cobre (Cu2+) en el medio de cultivo, como en el caso 
de T. versicolor (Collins y Dobson, 1997), T. pubescens (Galhaup y 
Haltrich, 2001), diferentes lacasas de P. sajor-caju (Soden y Dobson, 
2001), o lacasas sintetizadas por P. ostreatus (Faraco et al., 2003), habién-
dose identificado, en las secuencias promotoras de los genes de estas 
lacasas, numerosos elementos análogos a los descritos en este trabajo 
para pel3. Entre estos elementos destaca la secuencia de reconocimiento 
del factor ACE1 de Saccharomyces cerevisiae, que controla la expresión 
en respuesta a cobre del gen CUP1 de metalotioneína y del gen SOD1 
de la superóxido dismutasa de cobre y zinc de levaduras (Gralla et al., 
1991). Otro elemento interesante identificado es el análogo al descrito 
en el basidiomiceto T. versicolor y que controla la expresión del gen 
tahA, análogo a la chaperona de cobre de levaduras Atx1p (Uldschmid 
et al., 2002), y que actuaría presentando cobre a las lacasas de T. 
versicolor. 
En la secuencia promotora de pel4 no se identificaron elementos de 
respuesta a metales, pero sí una secuencia similar a la que reconoce el 
factor Pho4 de levaduras, el cual se encarga de activar una serie de 
genes en respuesta al hambre de fosfato (Komeili y Shea, 2000). Tam-
bién, y a diferencia de pel3, se identificó un elemento de respuesta a 
antioxidantes, sensible a peróxido de hidrógeno y antioxidantes fenóli-
cos en células de mamíferos (Rushmore et al., 1991). 
Teniendo en cuenta estos análisis, cabe esperar una regulación de la 
expresión de pel3 y pel4 completamente diferente. Estudios previos con 
lacasas de P. eryngii mostraron que la expresión de la isoenzima lacasa 
II es estimulada por la presencia de compuestos aromáticos y alcalilig-
nina en el medio de cultivo, mientras que la otra isoenzima (lacasa I) 
permanece en niveles basales en presencia de estos compuestos 
(Muñoz et al., 1997a). Estos resultados estarían de acuerdo con la 
hipótesis de una regulación diferente de los genes que codifican estas 
enzimas en P. eryngii. 
Además de los elementos descritos en las secuencias promotoras, 
aparecen otras diferencias a nivel de elementos de regulación entre 
ambos genes: mientras que pel3 presenta una secuencia de poliadenila-
ción AATAAA, en pel4 se identificó una secuencia TAGT, similar a las 
descritas en genes de levaduras (Zaret y Sherman, 1982). 
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4.2.2. Aislamiento de los cDNA de lacasa y caracterización de las 
secuencias de aminoácidos 
Las secuencias de aminoácidos de lacasas descritas en basidiomicetos 
presentan un tamaño comprendido entre 518 aminoácidos (como el 
caso de Lcc3-1 de P. cinnabarinus; Eggert et al., 1998), y 533 aminoáci-
dos (como la lacasa LccK de P. ostreatus; Okamoto et al., 2003). Las 
proteínas PEL3 y PEL4, productos de los genes pel3 y pel4, presentan 
unos tamaños similares a los descritos previamente. 
El análisis de las secuencias amino terminal de las lacasas previa-
mente caracterizadas en este hongo (lacasa I y lacasa II, (Muñoz et al., 
1997b), y de las deducidas en PEL3 y PEL4, pone de manifiesto una 
baja identidad a este nivel. Así, se deduce que se trata de proteínas 
diferentes, por lo que los productos de estos genes corresponden a dos 
nuevas lacasas en el hongo P. eryngii. Este hecho implicaría que en el 
genoma del hongo existe información para codificar, al menos, cuatro 
lacasas diferentes. 
La presencia de un hipotético péptido señal en ambas secuencias 
indica su posible localización extracelular. La identificación de poten-
ciales sitios de N-glicosilación hace pensar que se trate de proteínas 
glicosiladas. Sin embargo, teniendo en cuenta el número de sitios 
localizados en cada una de las secuencias, es de esperar un patrón de 
glicosilación diferente en ambas proteínas. 
Las secuencias de aminoácidos de las dos nuevas lacasas de P. 
eryngii, PEL3 y PEL4, presentan todos los residuos (10 histidinas y 1 
cisteína) implicados en la unión de átomos de cobre descritos en otras 
lacasas fúngicas (Ducros et al., 1998; Bertrand et al., 2002; Hakulinen et 
al., 2002), además de cuatro residuos de cisteína adicionales implicados 
en la formación de dos puentes disulfuro. 
La diferente regulación y la presencia de diferentes isoenzimas en 
un mismo organismo es un tema aún por analizar y que podría estar 
relacionado con una función fisiológica diferente. Aunque el papel pri-
mario de estas enzimas en hongos de podredumbre blanca esté en 
relación con la degradación de lignina, algunas isoenzimas podrían 
desempeñar un papel en la morfogénesis del hongo, como en el caso 
de L. edodes (Zhao y Kwan, 1999), o A. nidulans (Hermann et al., 1983). 
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4.2.3. Comparación de las secuencias de lacasa de P. eryngii con 
otras lacasas 
El alineamiento de las secuencias de aminoácidos mostró que las dos 
nuevas lacasas de P. eryngii presentan una gran similitud con otras 
secuencias de lacasas de basidiomicetos (>50 %), pero una baja identi-
dad al compararse ambas (57 %). 
La secuencia de PEL3 está íntimamente relacionada con la secuencia 
de la lacasa 4 de P. sajor-caju (Soden y Dobson, 2001) y con las lacasas 
LCCK (Okamoto et al., 2003) y lacasa 1 (Giardina et al., 1995) de P. 
ostreatus, aunque es con la última con la que presenta mayor identidad 
(92,8%). En el caso de PEL4, la máxima identidad (95,3%) se encontró 
con la lacasa POXA1b de P. ostreatus (Giardina et al., 1999). El gran 
parecido entre las lacasas de P. eryngii y las descritas en otras especies 
de Pleurotus puede deberse a que se trate de variantes alélicas de un 
mismo gen altamente conservado en estos hongos. Este hecho es apo-
yado por resultados encontrados con otras enzimas: por ejemplo, las 
peroxidasas versátiles secretadas por P. eryngii (Ruiz-Dueñas et al., 
1999b; Camarero et al., 2000) presentan una gran identidad con las 
secretadas por P. ostreatus (Sarkar et al., 1997), y las secuencias de aril 
alcohol oxidasas secretadas por P. eryngii y P. pulmonarius presentan 
una elevada identidad entre sí, a pesar de pertenecer a especies dife-
rentes (Varela et al., 1999; Varela et al., 2000). 
El árbol filogenético de la Fig. 4.1 muestra una clasificación de 
lacasas basada en el alineamiento de secuencias identificadas en dife-
rentes organismos. Como se puede observar, se definen cuatro grandes 
grupos, tres de ellos en los que se incluyen las lacasas de hongos 
basidiomicetos y un cuarto grupo, donde se agrupan las lacasas de 
hongos no basidiomicetos (M. albomyces), bacterias (B. subtilis), plantas 
vasculares (R. vernicifera) o insectos (Anopheles gambiae). 
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Aspergillus nidulans TILA
Aspergillus nidulans lacasa 1
Streptomyces lavendulae
Bacillus subtilis
Marinomonas mediterranea
Populus trichocarpa
Liriodendron tulipifera
Rhus vernicifera lacasa 1
Rhus vernicifera lacasa 2
Anopheles gambiae
Manduca sexta lacasa 1
Manduca sexta lacasa 2
Podospora anserina
Melanocarpus albomyces
Neurospora crassa
Rhizoctonia solani
Pleurotus sajor caju lacasa 3
Pleurotus sajor caju lacasa 1
Pleurotus ostreatus lacasa 1
Pleurotus eryngii PEL3
Pleurotus sajor caju lacasa 4
Pleurotus sajor caju lacasa 2
Pleurotus sajor caju lacasa 5
Schizophyllum commune
Coprinopsis cinerea lacasa 3
Coprinus cinereus lacasa 2
Pycnoporus cinnabarinus Lcc3
Trametes versicolor lacasa 3
Trametes sp I-62
Funalia trogii
Phlebia radiata
Rigidoporus microporus
Ceriporiopsis subvermispora
Lentinus edodes lacasa 1
Pleurotus eryngii PEL4
Pleurotus ostreatus POXA1b
 
Figura 4.1. Árbol filogenético de lacasas generado por el método de neighbour joined 
con el programa DRAWGRAM, a partir del alineamiento de las secuencias de 
aminoácidos con el programa CLUSTAL W empleando la serie Gonnet de matrices 
de sustitución (http://workbench.sdsc.edu). 
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Los tres grupos de lacasas de basidiomicetos incluyen un pequeño 
grupo, formado por la lacasa PEL4 de P. eryngii y la lacasa POXA1b de 
P. ostreatus, y otros dos grupos. En uno de estos grupos se incluyen la 
mayor parte de las secuencias de lacasas de hongos del género 
Pleurotus (incluyéndose la secuencia de PEL3) y otras lacasas de 
basidiomicetos que no son de podredumbre blanca, como Coprinopsis 
cinerea (C. cinereus). En el otro grupo aparecen las secuencias de lacasas 
de basidiomicetos de podredumbre blanca, como las lacasas de T. ver-
sicolor o P. cinnabarinus. Las secuencias de la lacasa de 2 de Rhizoctonia 
solani y de la lacasa 3 de P. sajor-caju aparecen diferenciadas de las de 
otros basidiomicetos. 
Esta clasificación se basa en diferencias a nivel de secuencia de 
aminoácidos. Entre los residuos importantes identificados en las 
secuencias de lacasas, los motivos en los que se incluyen los diez resi-
duos de histidina y el residuo de cisteína implicados en la coordina-
ción de los átomos de cobre aparecen conservados, por lo que otros 
residuos importantes podrían marcar la pertenencia a los grupos 
encontrados, así como diferencias en las propiedades de estas enzimas. 
El motivo Ser-Cys-Asp, que incluye uno de los residuos de cisteína 
implicados en la formación de puentes disulfuro y el residuo de ácido 
aspártico que interaccionaría con el sustrato en el bolsillo de unión, 
aparece conservado en las lacasas de basidiomicetos (Fig. 4.2, recuadro 
rojo), excepto en la lacasa 3 de P. sajor-caju y en la lacasa 2 de R. solani. 
Sin embargo, este motivo no esta conservado en las lacasas de otros 
organismos, lo que podría relacionarse con diferencias a nivel de las 
propiedades catalíticas. En el caso de otras lacasas, el residuo de ácido 
aspártico es sustituido por uno de glutámico en las lacasas de M. 
albomyces y N. crassa (ascomicetos), las cuales, además, carecen del resi-
duo de cisteína (Fig. 4.2, recuadro verde). En las lacasas bacterianas se 
ha identificado un residuo de glicina (Gly323) que formaría un puente 
de hidrógeno con un átomo de oxígeno del grupo sulfonato del ABTS. 
Igual que en el caso del residuo de ácido aspártico, esta glicina se 
encuentra junto a una de las cisteínas implicadas en la formación de un 
puente disulfuro en la lacasa de B. subtilis (Enguita et al., 2004). 
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Aspergillus nidulans TILA
Aspergillus nidulans (lacasa 1)
P. ostreatus (lacasa 1)
P. sajor caju (lacasa 1)
P. eryngii PEL3
P. sajor caju (lacasa 4)
P. sajor caju (lacasa 2)
P. sajor caju (lacasa 5)
Schyzophyllum comune
Coprinopsis cinerea (lacasa 3)
C. cinereus (lacasa 2)
P. cinnabarinus lcc1
T. versicolor (lacasa 3)
T. versicolor
Funalia trogii
Phlebia radiata
Rigidoporus microporus
Ceriporiopsis subvermispora
Lentinus edodes (lacasa 3)
P. eryngii PEL4
P. ostreatus POXA1b
P. sajor caju (lacasa 3)
Rhizoctonia solani (lacasa 2)
Podospora anserina
M. alnomyces
Neurospora crassa
Anopheles gambiae
Manduca sexta (lacasa 1)
Manduca sexta (lacasa 2)
Populus trichocarpa
Liriodendron tulipifera
Rhus vernicifera (lacasa 1)
Rhus vernicifera (lacasa 2)
Streptomyces lavendulae
B. subtillis
Marinomonas mediterranea
 
 
Figura 4.2. Alineamiento de secuencias de lacasas de diferentes organismos a nivel del 
tripéptido Ser-Cys-Asp. 
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4.3. EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE pel3 EN A. niger 
En un primer momento, los esfuerzos de esta tesis se encaminaron 
hacia la aislamiento y caracterización de los genes de lacasas previa-
mente purificadas en P. eryngii (Muñoz et al., 1997b). Sin embargo, el 
resultado fue la identificación de dos nuevos genes codificantes para 
lacasas aún no descritas en este hongo. Por esta razón se planteó el 
estudio y caracterización de estas nuevas proteínas. 
 Tras numerosos esfuerzos para conseguir la expresión homóloga de 
estas enzimas, que implicaron cambios en las condiciones de cultivo y 
la adición de inductores, solo conseguimos la purificación y caracte-
rización de las lacasas previamente descritas. 
Teniendo en cuenta estos resultados, se optó por la expresión en 
sistemas heterólogos. Para este fin se eligió A. niger como hospedador, 
ya que este hongo ha sido utilizado en otras ocasiones en la pro-
ducción heteróloga de diferentes proteínas, obteniéndose buenos 
resultados tanto con proteínas de origen fúngico (Conesa et al., 2000; 
Record et al., 2002), como con proteínas de otros orígenes (Contreras et 
al., 1991; Archer et al., 1995). Aunque los hongos filamentosos son 
capaces de producir grandes cantidades de enzimas (Punt et al., 2002), 
la producción de proteínas heterólogas es más limitada, lo que implica 
la necesidad de uso de diferentes estrategias, como la fusión de genes 
(Gouka et al., 1997). 
Entre estas estrategias, para la expresión extracelular de pel3 se uti-
lizó un sistema basado tanto en la utilización del propio péptido señal 
de la lacasa, como en la fusión del cDNA de la proteína madura codifi-
cada por pel3 con la secuencia señal de la glucoamilasa de A. niger. En 
el caso de utilizar su péptido señal, la detección extracelular de la en-
zima confirmó su funcionalidad, lo que apoya la idea de una localiza-
ción extracelular de la enzima en P. eryngii. La sustitución por el de la 
glucoamilasa de A. niger provocó un incremento de unas seis veces en 
la actividad específica encontrada en los cultivos, lo que indica que el 
uso de este péptido señal mejora la producción de enzimas heterólogas 
en A. niger. Los mejores resultados en nuestro caso se obtuvieron 
combinando esta estrategia con el uso una cepa de A. niger deficiente 
en proteasas extracelulares, de acuerdo con los mejores rendimiento 
encontrados por otros autores utilizando este tipo de hospedadores 
(van den Hombergh et al., 1997). 
En los experimentos de expresión de pel3 se pudo observar una 
dependencia entre la producción y las condiciones de cultivo, especial-
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mente con aquellas que afectaban a la forma de crecimiento. La adición 
de polivinilpirrolidona, que aumenta la viscosidad del medio, y el 
descenso del pH inicial a 2,5, facilitan la transición de un estado de 
crecimiento en forma de micelio agregado (pellets) a micelio disperso, 
incrementándose la producción de enzima. Estos resultados concuer-
dan con lo descrito acerca de la expresión y producción de proteínas 
extracelulares en A. niger y Aspergillus oryzae (Archer et al., 1995; 
Carlsen y Anders, 1996). 
La purificación de la lacasa expresada en A. niger nos ha permitido 
conocer datos sobre el comportamiento catalítico de la enzima. En 
relación al pH óptimo de oxidación de ABTS y 2,6-DMF, existen dife-
rencias significativas. Mientras que la oxidación del compuesto fenó-
lico muestra un óptimo en torno a pH 6, la oxidación de ABTS se lleva 
a cabo de forma preferente a pH bajos, comportamiento que había sido 
previamente observado en lacasas de otros basidiomicetos (Garzillo et 
al., 1998; Giardina et al., 1999; Soden et al., 2002; Galhaup et al., 2002; 
Chen et al., 2004). Se ha sugerido que esta diferencia en los perfiles de 
actividad dependiente de pH puede ser debida tanto a la inhibición 
por OH- a nivel del cluster trinuclear T2/T3, como a diferencias en el 
potencial redox entre el centro de cobre de tipo 1 y el sustrato (Xu, 
1997). Las lacasas previamente caracterizadas en P. eryngii (lacasa I y II) 
muestran una oxidación óptima de 2,6-DMF a pH más ácidos (4 y 3,5, 
respectivamente; Muñoz, 1995). 
La estabilidad de la enzima recombinante es dependiente del pH, 
siendo mayor a medida que aumenta el pH del medio hasta alcanzar 
valores próximos a la neutralidad. Este comportamiento también es 
similar al de otras lacasas fúngicas (Palmieri et al., 1993; Giardina et al., 
1999; Record et al., 2002). La estabilidad frente al pH de la lacasa I de P. 
eryngii es comparable a la de la enzima recombinante. Ambas presen-
tan mayor estabilidad que la lacasa II a pH alcalinos (Muñoz, 1995). La 
estabilidad a pH cercanos a la neutralidad podría explicar la depen-
dencia de la actividad en relación al pH del medio de cultivo durante 
la producción de la enzima recombinante. Así, aunque la enzima se 
esté expresando, la baja estabilidad a pH inferiores a 5 condicionaría 
una menor actividad encontrada en los cultivos. 
En cuanto a la estabilidad con relación a la temperatura, la enzima es 
estable tras 90 min de incubación a 30 ºC, resultados similares a los ob-
tenidos con las otras isoenzimas caracterizadas en P. eryngii (Muñoz, 
1995). 
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Por último, la cinética de oxidación de ABTS por la lacasa recombi-
nante difiere de las descritas en las lacasas de P. eryngii (Muñoz, 1995). 
Mientras que la constante de Michaelis-Menten posee un valor inter-
medio a los observados en las otras dos lacasas de P. eryngii (0,77 mM 
para la lacasa I y 0,12 mM para la lacasa II), y similares a los obtenidos 
en otras lacasas (Palmieri et al., 1993; Giardina et al., 1999), los valores 
de kcat son menores en PEL3 (1,8 s-1 frente a 141 s-1 de la lacasa I o 83 s-1 
de la lacasa II). Esto conlleva una menor eficacia catalítica (kcat/Km). Los 
valores de kcat vienen condicionados por la concentración de proteína y, 
dado que este proceso no está optimizado, puede que parte de la 
proteína se encuentre inactiva. Esto podría explicar las diferencias 
encontradas en la velocidad de oxidación del ABTS por esta enzima. 
4.4. MODELADO MOLECULAR DE LOS GENES DE LACASA 
DE P. eryngii 
La obtención de los modelos moleculares de la estructuras de las dos 
lacasas de P. eryngii aporta una herramienta más en la comprensión y 
el estudio de sus propiedades catalíticas. En la actualidad están dispo-
nibles varios modelos estructurales de lacasas, obtenidos a través de 
estudios de cristalización y difracción de rayos-X (Ducros et al., 1998; 
Piontek et al., 2002; Hakulinen et al., 2002; Enguita et al., 2003; 
Garavaglia et al., 2004). Estos modelos estructurales, aparte de consti-
tuir una herramienta en sí mismos, nos pueden servir para identificar 
residuos catalíticos importantes dentro de los modelos de PEL3 y PEL4. 
En este trabajo se han obtenido los modelos tridimensionales de las 
estructuras de las dos nuevas lacasas de P. eryngii y se han identificado, 
dentro de sendas estructuras, los principales residuos implicados en la 
conformación de la proteína y su centro activo. 
En este trabajo se ha intentado describir con mayor énfasis el centro 
de cobre de tipo 1, debido a que en el tienen lugar la unión y la oxida-
ción del sustrato (ésta última condicionada por el potencial redox de 
este centro de cobre). Además de la coordinación del átomo de cobre 
de tipo 1 con dos residuos de histidina y un residuo de cisteína en 
ambas estructuras, en este trabajo se han identificado otros residuos 
importantes dentro del bolsillo de unión al sustrato que podrían estar 
implicados en la modulación del potencial redox y las propiedades 
catalíticas de estas lacasas. 
El alto potencial redox de las lacasas se ha relacionado con la ausen-
cia de un ligando axial para el cobre de tipo 1 (Xu et al., 1999), sustitui-
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do por un residuo de metionina en otras proteínas de cobre como la 
ascorbato oxidasa (Messerschmidt et al., 1992). 
Dependiendo de la presencia de un residuo de leucina o de un resi-
duo de fenilalanina en esta posición, el potencial redox sería menor o 
mayor (Eggert et al., 1998). Sin embargo, estudios de mutagénesis 
dirigida con la lacasa de Trametes villosa han mostrado que la sustitu-
ción de una fenilalanina por una leucina en esa posición no tiene efecto 
sobre el potencial redox de la enzima ni sobre el pH óptimo de oxida-
ción de compuestos fenólicos, aunque la sustitución por una metionina 
provoca que el pH óptimo sea más básico (Xu et al., 1999). En relación 
también con el pH óptimo de oxidación de compuestos fenólicos, otros 
estudios con la lacasa de T. versicolor han mostrado la implicación del 
residuo Asp205. Su sustitución por un residuo polar más pequeño (Ala) 
provoca que el pH óptimo de oxidación de 2,6-DMF sea más próximo a 
la neutralidad (Madzak et al., 2005). En base a estos resultados y a la 
importancia de estos residuos, la presencia de los residuos Leu471 y 
Asp216 condicionaría un pH de oxidación de 2,6-DMF más bajo que el 
encontrado en PEL3. Por lo tanto, no es posible descartar otros resi-
duos, posiblemente en las cercanías del bolsillo de unión al sustrato, 
estén involucrados en la dependencia de la oxidación de sustratos 
fenólicos con respecto al pH. 
La interacción lacasa/sustrato se ha demostrado por difracción de 
rayos-X únicamente en dos ocasiones utilizando una lacasa del hongo 
T. versicolor y una lacasa de la bacteria B. subtilis (Bertrand et al., 2002; 
Enguita et al., 2004). A pesar de ser una lacasa fúngica y otra bacteria-
na, tanto en el caso de la interacción lacasa-2,5-xilidina en T. versicolor, 
como la interacción con ABTS en la lacasa de B. subtilis, el bolsillo de 
unión al sustrato esta formado por residuos no polares que facilitan las 
interacciones hidrofóbicas entre la enzima y el sustrato. Tanto en PEL3 
como en PEL4 se han identificado estos residuos hidrofóbicos, existien-
do diferencias con otros previamente descritos en la lacasa de T. 
versicolor (Bertrand et al., 2002). En el caso de PEL3, el sustrato estaría 
rodeado por menos residuos hidrofóbicos (la Leu164 está sustituida 
por la Thr175 en PEL3 y, aunque la Phe162 está sustituida por la 
Leu173 en PEL3, la orientación del aminoácido es diferente). La pre-
sencia del residuo de treonina aumentaría en cierto grado la polaridad 
del bolsillo, disminuyendo la capacidad de unión de sustratos hidrofó-
bicos. Así, las diferencias en la eficacia catalítica entre ambas enzimas 
en la oxidación de ABTS (4,3·103 M-1 s-1 de PEL3 frente a 3,7·106 M-1 s-1 
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de la lacasa de T. versicolor) podrían estar condicionadas por el cambio 
en la polaridad del bolsillo de unión del sustrato. 
En PEL4 también aparecen diferencias con respecto a la lacasa de T. 
versicolor y a PEL3. En el bolsillo de unión, el residuo Phe162 está sus-
tituido por el residuo His162, de carácter básico, y el residuo Phe265 
está sustituido por el residuo polar Ser264. Dada la implicación de 
estos residuos, es probable esperar un comportamiento catalítico dife-
rente con respecto al que presenta PEL3 u otras lacasas previamente 
descritas. 
En relación a la modulación del potencial redox del centro de cobre 
de tipo 1, en PEL3 han sido identificados los residuos implicados en la 
formación de un puente de hidrógeno que elongaría la distancia entre 
una de las histidinas y el átomo de cobre de tipo 1, al desplazar la α-
hélice donde se encuentra este residuo. Esto conduciría, en última 
instancia, al aumento del potencial redox (Piontek et al., 2002). Sin 
embargo, la inhabilidad de la PEL3 para oxidar rojo fenol, un sustrato 
con alto potencial de ionización, hace pensar en un potencial redox 
limitado, por lo que estaría condicionado, además, por otros factores. 
Entre estos factores destacarían la accesibilidad del solvente, la orienta-
ción de dipolos locales y las uniones mediante puentes de hidrógeno 
en relación al sustrato (Xu et al., 1999). 
5. CONCLUSIONES 
1. Los hongos del género Pleurotus estudiados en este trabajo, P. 
eryngii, P. pulmonarius, P. ostreatus y P. sajor-caju, son capaces de 
transformar y mineralizar 2,4-diclorofenol en cultivo líquido 
utilizando glucosa como fuente de carbono. P. eryngii y P. 
pulmonarius y, en menor medida, P. ostreatus, también fueron 
capaces de llevar a cabo la transformación y mineralización de 
benzo(a)pireno en estas condiciones. 
2. La mineralización de benzo(a)pireno en fermentación en estado 
sólido apoya la utilización de estos hongos en estrategias de 
biorremediación de suelos contaminados utilizando paja de 
trigo como soporte de crecimiento. La adición de residuos agrí-
colas, una práctica muy utilizada en estrategias de biorremedia-
ción para potenciar el crecimiento de microorganismos autóc-
tonos, junto a la inoculación de estos residuos con hongos del 
género Pleurotus, puede favorecer la degradación de contami-
nantes del suelo. 
3. Durante el proceso de transformación son secretadas enzimas 
ligninolíticas. Aunque durante este proceso no es posible esta-
blecer una relación clara entre el patrón de expresión y los 
niveles de transformación alcanzados por las diferentes espe-
cies, los experimentos realizados con la lacasa y la peroxidasa 
versátil de P. eryngii confirman que las enzimas ligninolíticas 
tienen un importante papel en este proceso. 
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4. Se han identificado, clonado, secuenciado y caracterizado dos 
nuevos genes de lacasa en P. eryngii, denominados pel3 y pel4. 
El análisis de sus secuencias promotoras sugiere una regulación 
diferente de estos genes. Además, las proteínas codificadas por 
pel3 y pel4 presentan una baja identidad a nivel de secuencia. 
5. Se ha obtenido un sistema de expresión heteróloga para la 
lacasa codificada por el gen pel3. La purificación y caracteriza-
ción de la enzima recombinante confirma que este gen codifica 
para una nueva lacasa secretada por P. eryngii con propiedades 
catalíticas diferentes a las previamente descritas en este hongo. 
6. Los modelos moleculares de PEL3 y PEL4, obtenidos por homo-
logía con otras lacasas previamente caracterizadas, muestran 
diferencias estructurales entre estas enzimas y otras lacasas, 
principalmente en los residuos descritos dentro del bolsillo de 
unión al sustrato. 
6. BIBLIOGRAFÍA 
A 
Ahlborg, U. G. y Thunberg, T. M. (1980). Chlorinated phenols: occurrence, 
toxicity, metabolism, and environmental impact. Crit Rev. Toxicol., 7:1-35. 
Akhtar, M., Blanchette, R. A., Myers, G. y Kirk, T. K. (1998). An overview on 
biomechanical pulping research. En: Young, R. A. y Akhtar, M. (Eds). 
Environmentally friendly technologies for the pulp and paper industry. 
TAPPI Press. Atlanta. 
Almansa, E., Kandelbauer, A., Pereira, L., Cavaco-Paulo, A., y Gubitz, G. M. 
(2004). Influence of structure on dye degradation with laccase mediator 
systems. Biocatal. Biotransfor. 22:315-324. 
Amitai, G., Adani, R., Sod-Moriah, G., Rabinovitz, I., Vincze, A., Leader, H., 
Chefetz, B., Leibovitz-Persky, L., Friesem, D., y Hadar, Y. (1998). Oxidative 
biodegradation of phosphorothiolates by fungal laccase. FEBS Lett., 438:195-
200. 
Ansoy, M. y Kolankaya, N. (1997). Biodegradation of lindane by Pleurotus sajor-
caju and toxic effects of lindane and its metabolites on mice. Bull. Environ. 
Contam. Toxicol., 59:352-359. 
Aramayo, R. y Timberlake, W. E. (1990). Sequence and molecular structure of 
the Aspergillus nidulans yA (laccase I) gene. Nucleic Acids Res., 18:3415- 
Archer, D. B., MacKenzie, D. A., y Ridout, M. J. (1995). Heterologous protein 
secretion by Aspergillus niger growing in submerged culture as dispersed or 
aggregated mycelia. Appl. Microbiol. Biotechnol., 44:157-160. 
 136 
Arias, M. E., Arenas, M., Rodríguez, J., Soliveri, J., Ball, A. S., y Hernandez, M. 
(2003). Kraft pulp biobleaching and mediated oxidation of a nonphenolic 
substrate by laccase from Streptomyces cyaneus CECT 3335. Appl. Environ. 
Microbiol., 69:1953-1958. 
Aro, N., Pakula, T., y Penttila, M. (2005). Transcriptional regulation of plant cell 
wall degradation by filamentous fungi. FEMS Microbiol. Rev., 29:719-739. 
Aust, S. D. (1990). Degradation of enviromental pollutans by Phanerochaete 
chrysosporium. Microb. Ecol., 20:197-209. 
B 
Bao, W., O'Malley, D., Whetten, R., y Sederoff, R. R. (1993). A laccase associated 
with the lignification in Loblolly pine xylem. Science, 260:672-674. 
Bao, W. L., Fukushima, Y., Jensen, K. A., Moen, M. A., y Hammel, K. E. (1994). 
Oxidative degradation of non-phenolic lignin during lipid peroxidation by 
fungal manganese peroxidase. FEBS Lett., 354:297-300. 
Barr, D. P. y Aust, S. D. (1994). Mechanism white rot fungi use to degrade 
pollutants. Environ. Sci. Technol, 28:78-87. 
Berka, R. M., Schneider, P., Golightly, E. J., Brown, S. H., Madden, M., Brown, K. 
M., Halkier, T., Mondorf, K., y Xu, F. (1997). Characterization of the gene 
encoding an extracellular laccase of Myceliophthora thermophila and analysis of 
the recombinant enzyme expressed in Aspergillus oryzae. Appl. Environ. 
Microbiol., 63:3151-3157. 
Bertrand, T., Jolivalt, C., Briozzo, P., Caminade, E., Joly, N., Madzak, C., y 
Mougin, C. (2002). Crystal structure of a four-copper laccase complexed with 
an arylamine: insights into substrate recognition and correlation with 
kinetics. Biochemistry, 41:7325-7333. 
Bes, B., Pettersson, B., Lennholm, H., Iversen, T., y Eriksson, K. E. (1987). 
Synthesis, structure and enzyme degradation of an extracellular glucan 
produced in nitrogen-starved culture of the white rot fungus Phanerochaete 
chrysosporium. Biotechnol. Appl. Biochem., 9:310-318. 
Bezalel, L., Hadar, Y., y Cerniglia, C. E. (1996a). Mineralization of polycyclic 
aromatic hydrocarbons by the white rot fungus Pleurotus ostreatus. Appl. 
Environ. Microbiol., 62:292-295. 
Bezalel, L., Hadar, Y., Fu, P. P., Freeman, J. P., y Cerniglia, C. E. (1996b). Initial 
oxidation products in the metabolism of pyrene, anthracene, fluorene and 
dibenzothiophene by the white rot fungus Pleurotus ostreatus. Appl. Environ. 
Microbiol., 62:2554-2559. 
Bezalel, L., Hadar, Y., Fu, P. P., Freeman, J. P., y Cerniglia, C. E. (1996c). 
Metabolism of phenanthrene by the white rot fungus Pleurotus ostreatus. Appl. 
Environ. Microbiol., 62:2547-2553. 
Bibliografía 
137 
Blackburn, J. W. y Hafker, W. R. (1993). The impact of biochemistry, 
bioavailability and bioactivity on the selection of bioremediation techniques. 
Trend. Biotech., 11:328-333. 
Blanchette, R. A. (1984). Manganese accumulation in wood decayed by white-
rot fungi. Phytopathology, 74:725-730. 
Blanchette, R. A. (1995). Degradation of the lignocellulose complex in wood. 
Can. J. Bot., 73:S999-S1010. 
Böckle, B., Martínez, M. J., Guillén, F., y Martínez, A. T. (1999). Mechanism of 
peroxidase inactivation in liquid cultures of the ligninolytic fungus Pleurotus 
pulmonarius. Appl. Environ. Microbiol., 65:923-928. 
Bogan, B. W. y Lamar, R. T. (1996). Polycyclic aromatic hydrocarbon-degrading 
capabilities of Phanerochaete laevis HHB-1625 and its extracellular ligninolytic 
enzymes. Appl. Environ. Microbiol., 62:1597-1603. 
Bogan, B. W., Lamar, R. T., y Hammel, K. E. (1996). Fluorene oxidation in vivo 
by Phanerochaete chrysosporium and in vitro during manganese peroxidase-
dependent lipid peroxidation. Appl. Environ. Microbiol., 62:1788-1792. 
Bos, C. J., Debets, A. J., Swart, K., Huybers, A., Kobus, G., y Slakhorst, S. M. 
(1988). Genetic analysis and the construction of master strains for assignment 
of genes to six linkage groups in Aspergillus niger. Curr. Genet., 14:437-443. 
Bourbonnais, R., Leech, D., y Paice, M. G. (1998). Electrochemical analysis of the 
interaction of laccase mediators with lignin model compounds. Biochim. 
Biophys. Acta, General Subjects, 1379:381-390. 
Bourbonnais, R. y Paice, M. G. (1988). Veratryl alcohol oxidases from the lignin 
degrading basidiomycete Pleurotus sajor-caju. Biochem. J., 255:445-450. 
Bourbonnais, R. y Paice, M. G. (1990). Oxidation of non-phenolic substrates. An 
expanded role for laccase in lignin biodegradation. FEBS Lett., 267:99-102. 
Bourbonnais, R., Paice, M. G., Reid, I. D., Lanthier, P., y Yaguchi, M. (1995). 
Lignin oxidation by laccase isozymes from Trametes versicolor and role of the 
mediator 2,2'-azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) in kraft lignin 
depolymerization. Appl. Environ. Microbiol., 61:1876-1880. 
Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities of proteins utilizing the principle of protein-dye 
binding. Anal. Biochem., 72:248-254. 
Brunow, G. (2001). Methods to reveal the structure of lignin. En: Hofrichter, M. 
y Steinbüchel, A. (Eds). Biopolymers. Wiley-VCH. Weinheim. 
Bumpus, J. A. (1989). Biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons by 
Phanerochaete chrysosporium. Appl. Environ. Microbiol., 55:154-158. 
Bumpus, J. A., Tien, M., Wright, D., y Aust, S. D. (1985). Oxidation of persistent 
environmental pollutants by a white rot fungi. Science, 228:1434-1436. 
Buswell, J. A. y Odier, E. (1987). Lignin biodegradation. Crit. Rev. Biotechnol., 
6:1-60. 
 138 
C 
Camarero, S., Barrasa, J. M., Pelayo, J. M., y Martínez, A. T. (1998). Evaluation of 
Pleurotus species for wheat-straw biopulping. J. Pulp Paper Sci., 24:197-203. 
Camarero, S., Böckle, B., Martínez, M. J., y Martínez, A. T. (1996). Manganese-
mediated lignin degradation by Pleurotus pulmonarius. Appl. Environ. 
Microbiol., 62:1070-1072. 
Camarero, S., García, O., Vidal, T., Colom, J., del Rio, J. C., Gutiérrez, A., Gras, J. 
M., Monje, R., Martínez, M. J., y Martínez, A. T. (2004). Efficient bleaching of 
non-wood high-quality paper pulp using laccase-mediator system. Enzyme 
Microb. Technol., 113-120. 
Camarero, S., Ibarra, D., Martínez, M. J., y Martínez, A. T. (2005). Lignin-
derived compounds as efficient laccase mediators for decolorization of 
different types of recalcitrant dyes. Appl. Environ. Microbiol., 71:1775-1784. 
Camarero, S., Martínez, M. J. y Martínez, A. T. (1997). Lignin-degrading 
enzymes produced by Pleurotus species during solid-state fermentation of 
wheat straw. En: Roussos, S., Lonsane, B. K., Raimbault, M. y Viniegra-
González, G. (Eds). Advances in Solid State Fermentation. Kluwer Acad. 
Publ. Dordrecht. 
Camarero, S., Ruiz-Dueñas, F. J., Sarkar, S., Martínez, M. J., y Martínez, A. T. 
(2000). Gene cloning and molecular modelling of a second member of the 
versatile peroxidase family produced by Pleurotus species. Abs. Fifth European 
Conference on Fungal Genetics, Arcachon, 25-29 March,  
Camarero, S., Sarkar, S., Ruiz-Dueñas, F. J., Martínez, M. J., y Martínez, A. T. 
(1999). Description of a versatile peroxidase involved in the natural 
degradation of lignin that has both manganese peroxidase and lignin 
peroxidase substrate interaction sites. J. Biol. Chem., 274:10324-10330. 
Caplan, J. A. (1993). The worldwide bioremediation industry: prospects for 
profit. Trend. Biotech., 11:320-328. 
Carlsen, M. y Anders, B. S. (1996). Morphology and physiology of an a-amylase 
producing strain of Aspergillus oryzae during batch cultivations. Biotechnol. 
Bioeng., 49:266-276. 
Cassland, P. y Jönsson, L. J. (2001). Characterization of a gene encoding Trametes 
versicolor laccase A and improved heterologous expression in Saccharomyces 
cerevisiae by decreased cultivation temperature. Applied Microbiology and 
Biotechnology, 52:393-400. 
Cerniglia, C. E. (1984). Microbial metabolism of polycyclic aromatic 
hydrocarbons. En: Laskin, A. (Eds). Advances in applied microbiology. 
Academic Press. New York. 
Cerniglia, C. E. (1992). Biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons. 
Biodegradation, 3:351-368. 
Cerniglia, C. E., Sutherland, J. B. y Crow, S. A. (1992). Fungal metabolism of 
aromatic hydrocarbons. En: Winkelmann, G. (Eds). Microbial degradation of 
natural products. VCH. Weinheim. 
Bibliografía 
139 
Chaudhry, G. R. y Chapalamadugu, S. (1991). Biodegradation of halogenated 
organic compounds. Microbiol. Rev., 55:59-79. 
Chen, S., Ge, W., y Buswell, J. A. (2004). Biochemical and molecular 
characterization of a laccase from the edible straw mushroom, Volvariella 
volvacea. Eur. J. Biochem., 271:318-328. 
Cho, N. S., Nam, J. H., Park, J. M., Koo, C. D., Lee, S. S., Pashenova, N., Ohga, S., 
y Leonowicz, A. (2001). Transformation of chlorophenols by white-rot fungi 
and their laccase. Holzforschung, 55:579-584. 
Choi, S. H., Moon, S. H., y Gu, M. B. (2002). Biodegradation of chlorophenols 
using the cell-free culture broth of Phanerochaete chrysosporium immobilized 
in polyurethane foam. J. Chem. Technol. Biotechnol., 77:999-1004. 
Claus, H. (2003). Laccases and their occurrence in prokaryotes. Arch. Microbiol., 
179:145-150. 
Claus, H. (2004). Laccase: structure, reactions, distribution. Micron, 35:93-96. 
Cohen, R., Persky, L., y Hadar, Y. (2002). Biotechnological applications and 
potential of wood-degrading mushrooms of the genus Pleurotus. Appl. 
Microbiol. Biotechnol., 58:582-594. 
Collins, P. J. y Dobson, A. D. W. (1997). Regulation of laccase gene expression in 
Trametes versicolor. Appl. Environ. Microbiol., 63:3444-3450. 
Collins, P. J., Kotterman, M. J. J., Field, J. A., y Dobson, A. D. W. (1996). 
Oxidation of anthracene and benzo(a)pyrene by laccases from Trametes 
versicolor. Appl. Environ. Microbiol., 62:4563-4567. 
Conesa, A., van den Holden, C. A. M. J. J., y Punt, P. J. (2000). Studies on the 
production of fungal peroxidases in Aspergillus niger. Appl. Environ. Microbiol., 
66:3023- 
Contreras, R., Carrez, D., Kinghorn, J. R., van den Holden, C. A. M. J. J., y Fiers, 
W. (1991). Efficient KEX2-like processing of a glucoamylase-Interleukin-6 
fusion protein by Aspergillus nidulans and secretion of mature Interleukin-6. 
Nat. Biotech., 9:378-381. 
Crawford, R. L. (1981). Lignin biodegradation and transformation. Wiley 
Interscience, New York. 
D 
Daniel, G. (2003). Microreview of wood under degradation by bacteria and 
fungi. En: Goodell, B., Nicholas, D. D. y Schultz, T. P. (Eds). Wood 
deterioration and preservation-Advances in our changing world. American 
Chemical Society. Washington DC. 
Davies, G. J. y Ducros, V. (2001). Laccase. En: Messerschmidt, A., Huber, R., 
Poulos, T. y Wieghardt, K. (Eds). Handbook of metalloproteins. John Wiley 
and Sons, Ltd. Chichester, West Sussex. 
Dietrich, D., Hickwey, W. J., y Lamar, R. T. (1995). Degradation of 4,4'-
dichlorobiphenyl, 3,3',4,4'-tetrachlorobiphenyl and 2,2', 4,4', 5,5'-hexachloro-
 140 
biphenyl by the white rot fungus Phanerochaete chrysosporium. Appl. Environ. 
Microbiol., 61:3904-3909. 
Dittmer, N. T., Suderman, R. J., Jiang, H., Zhu, Y., Gorman, M. J., Kramer, K. J., 
y Kanost, M. R. (2004). Characterization of cDNAs encoding putative laccase-
like multicopper oxidases and developmental expression in the tobacco 
hornworm, Manduca sexta, and the malaria mosquito, Anopheles gambiae. 
Insect Biochem. Mol. Biology, 34:29-41. 
Donaldson, L. A. (2001). Lignification and lignin topochemistry: an 
ultrastructural view. Phytochemistry, 57:859-873. 
Ducros, V., Brzozowski, A. M., Wilson, K. S., Brown, S. H., Ostergaard, P. R., 
Schneider, P., Yaver, D. S., Pedersen, A. H., y Davies, G. J. (1998). Crystal 
structure of the type-2 Cu depleted laccase from Coprinus cinereus at 2.2 Å 
resolution. Nature Struct. Biol., 5:310-316. 
Dyrlov Bendtsen, J., Nielsen, H., von Heijne, G., y Brunak, S. (2004). Improved 
prediction of signal peptides: SignalP 3.0. J. Mol. Biol., 340:783-795. 
E 
Eggert, C., LaFayette, P. R., Temp, U., Eriksson, K. E., y Dean, J. F. D. (1998). 
Molecular analysis of a laccase gene from the white rot fungus Pycnoporus 
cinnabarinus. Appl. Environ. Microbiol., 64:1766-1772. 
Eggert, C., Temp, U., Dean, J. F. D., y Eriksson, K.-E. L. (1996a). A fungal 
metabolite mediates degradation of non-phenolic lignin structures and 
synthetic lignin by laccase. FEBS Lett., 391:144-148. 
Eggert, C., Temp, U., y Eriksson, K. E. (1996b). The ligninolytic system of the 
white rot fungus Pycnoporus cinnabarinus: purification and characterization of 
the laccase. Appl. Environ. Microbiol., 62:1151-1158. 
Endo, K., Hosono, K., Beppu, T., y Ueda, K. (2002). A novel extracytoplasmic 
phenol oxidase of Streptomyces: its possible involvement in the onset of 
morphogenesis. Microbiology-Sgm, 148:1767-1776. 
Enguita, F. J., Marcal, D., Martins, L. O., Grenha, R., Henriques, A. O., Lindley, 
P. F., y Carrondo, M. A. (2004). Substrate and dioxygen binding to the 
endospore coat laccase from Bacillus subtilis. J. Biol. Chem., 279:23472-23476. 
Enguita, F. J., Martins, L. O., Henriques, A. O., y Carrondo, M. A. (2003). Crystal 
structure of a bacterial endospore coat component. A laccase with enhanced 
thermostability properties. J. Biol. Chem., 278:19416-19425. 
Evans, C. S., Dutton, M. V., Guillén, F., y Veness, R. G. (1994). Enzymes and 
small molecular mass agents involved with lignocellulose degradation. 
FEMS Microbiol. Rev., 13:235-240. 
F 
Bibliografía 
141 
Faraco, V., Giardina, P., y Sannia, G. (2003). Metal-responsive elements in 
Pleurotus ostreatus laccase gene promoters. Microbiology, 149:2155-2162. 
Farnet, A. M., Criquet, S., Cigna, M., Gil, G., y Ferre, E. (2004). Purification of a 
laccase from Marasmius quercophilus induced with ferulic acid: reactivity 
towards natural and xenobiotic aromatic compounds. Enzyme Microb. 
Technol., 34:549-554. 
Fengel, D. y Wegener, G. (1984). Wood: Chemistry, ultrastructure, reactions. De 
Gruyter, Berlin. 
Flachowsky, G., Kamra, D. N., y Zadrazil, F. (1999). Cereal straws as animal 
feed - Possibilities and limitations. J. Appl. Anim. Res, 16:105-118. 
G 
Galhaup, C., Goller, S., Peterbauer, C. K., strauss, J., y Haltrich, D. (2002). 
Characterization of the major laccase isoenzyme from Trametes pubescens and 
regulation of its synthesis by metal ions. Microbiology, 148:2159-2169. 
Galhaup, C. y Haltrich, D. (2001). Enhanced formation of laccase activity by the 
white-rot fungus Trametes pubescens in the presence of copper. Appl. Microbiol. 
Biotechnol., 56:225-232. 
Garavaglia, S., Cambria, M. T., Miglio, M., Ragusa, S., Iacobazzi, V., Palmieri, F., 
D'Ambrosio, C., Scaloni, A., y Rizzi, M. (2004). The structure of Rigidoporus 
lignosus laccase containing a full complement of copper ions reveals an 
asymmetrical arrangement for the T3 copper pair. J. Mol. Biol., 342:1519-1531. 
García, O., Camarero, S., Colom, J. F., Martínez, A. T., Martínez, M. J., Monje, R., 
y Vidal, T. (2003). Optimization of a laccase-mediator stage for TCF bleaching 
of flax pulp. Holzforschung, 57:513-519. 
Garzillo, A. M., Colao, M. C., Caruso, C., Caporale, C., Celletti, D., y Buonocore, 
V. (1998). Laccase from the white-rot fungus Trametes trogii. Appl. Microbiol. 
Biotechnol., 49:545-551. 
Germann, U. A. y Lerch, K. (1986). Isolation and partial nucleotide sequence of 
the laccase gene from Neurospora crassa: amino acid sequence homology of 
the protein to human ceruloplasmin. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 83:8854-
8858. 
Germann, U. A., Muller, G., Hunziker, P. E., y Lerch, K. (1988). Characterization 
of two allelic forms of Neurospora crassa laccase. Amino- and carboxyl-
terminal processing of a precursor. J. Biol. Chem., 263:885-896. 
Gianfreda, L. y Rao, M. A. (2004). Potential of extracellular enzymes in 
remediation of polluted soils: a review. Enzyme Microb. Technol., 35:339-354. 
Giardina, P., Cannio, R., Martirani, L., Marzullo, L., Palmieri, G., y Sannia, G. 
(1995). Cloning and sequence analysis of a laccase gene from the lignin-
degrading basidiomycete Pleurotus ostreatus. Appl. Environ. Microbiol., 
61:2408-2413. 
 142 
Giardina, P., Palmieri, G., Scaloni, A., Fontanella, B., Faraco, V., Cennamo, G., y 
Sannia, G. (1999). Protein and gene structure of a blue laccase from Pleurotus 
ostreatus. Biochem. J., 341:655-663. 
Gibson, D. T., Zylstra, G. J. y Chauhan, S. (1990). Biotransformations catalyzed 
by toluene dioxygenase from Pseudomonas putida F1. En: Silver, S., 
Chakrabarty, A. M., Iglewski, B. y Kaplan, S. (Eds). Pseudomonas: 
biotransformations, pathogenesis and evolving biotechnology. American 
Society for Microbiology. Washington DC. 
Givaudan, A., Effosse, A., Faure, D., Potier, P., Bouillant, M., y Bally, R. (1993). 
Polyphenol oxidase from Azospirillum lipoferum isolated from the rhizosphere: 
evidence for a laccase in non-motile strains of Azospirillum lipoferum. FEMS 
Microbiol. Lett., 108:205-210. 
Glenn, J. K., Morgan, M. A., Mayfield, M. B., Kuwahara, M., y Gold, M. H. 
(1983). An extracellular H2O2-requiring enzyme preparation involved in 
lignin degradation by the white rot basidiomycete Phanerochaete 
chrysosporium. Biochem. Biophys. Res. Commun., 114:1077-1083. 
Gómez-Toribio, V., Martínez, A. T., Martínez, M. J., y Guillén, F. (2001). 
Oxidation of hydroquinones by the versatile ligninolytic peroxidase from 
Pleurotus eryngii - H2O2 generation and the influence of Mn2+. Eur. J. Biochem., 
268:4787-4793. 
Gouka, R. J., Punt, P. J., y van den Holden, C. A. M. J. J. (1997). Efficient 
production of secreted proteins by Aspergillus: progress, limitations and 
prospects. Appl. Microbiol. Biotechnol., 47:1-11. 
Grabski, A. C., Grimek, H. J., y Burgess, R. R. (1998). Immobilization of 
manganese peroxidase from Lentinula edodes and its biocatalytic generation of 
Mn3+ -chelate as a chemical oxidant of chlorophenols. Biotechnol. Bioeng., 
60:204-215. 
Gralla, E. B., Thiele, D. J., Silar, P., y Valentine, J. S. (1991). ACE1, a copper-
dependent transcription factor, activates expression of the yeast copper, zinc 
superoxide dismutase gene. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 88:8558-8562. 
Gray, H. B., Malmström, B. G., y Williams, R. J. P. (2000). Copper coordination 
in blue proteins. J. Biol. Inorg. Chem., 5:551-559. 
Grey, R., Hofer, C., y Schlosser, D. (1998). Degradation of 2-chlorophenol and 
formation of 2-chloro-1,4-benzoquinone by mycelia and cell-free crude 
culture liquids of Trametes versicolor in relation to extracellular laccase 
activity. J. Basic Microbiol., 38:371-382. 
Guex, N. y Peitsch, M. C. (1997). SWISS-MODEL and the Swiss-Pdb Viewer: An 
environment for comparative protein modelling. Electrophoresis, 18:2714-2723. 
Guillén, F. y Evans, C. S. (1994). Anisaldehyde and veratraldehyde acting as 
redox cycling agents for H2O2 production by Pleurotus eryngii. Appl. Environ. 
Microbiol., 60:2811-2817. 
Guillén, F., Gómez-Toribio, V., Martínez, M. J., y Martínez, A. T. (2000). 
Production of hydroxyl radical by the synergistic action of fungal laccase and 
aryl alcohol oxidase. Arch. Biochem. Biophys., 383:142-147. 
Bibliografía 
143 
Guillén, F., Martínez, A. T., y Martínez, M. J. (1990). Characterization and 
purification of an aryl-alcohol oxidase from Pleurotus eryngii. Abs. 4th. Intern. 
Mycol. Congr. ,Regensburg, 232- 
Guillén, F., Martínez, A. T., y Martínez, M. J. (1992). Substrate specificity and 
propierties of the aril-alcohol oxidase from the ligninolytic fungus Pleurotus 
eryngii. Eur. J. Biochem., 209:603-611. 
Guillén, F., Martínez, A. T., Martínez, M. J., y Evans, C. S. (1994). Hydrogen 
peroxide-producing system of Pleurotus eryngii involving the extracellular 
enzyme aryl-alcohol oxidase. Appl. Microbiol. Biotechnol., 41:465-470. 
Gutiérrez, A., Caramelo, L., Prieto, A., Martínez, M. J., y Martínez, A. T. (1994). 
Anisaldehyde production and aryl-alcohol oxidase and dehydrogenase 
activities in ligninolytic fungi from the genus Pleurotus. Appl. Environ. 
Microbiol., 60:1783-1788. 
H 
Haemmerli, S. D., Leisola, M. S. A., Sanglard, D., y Fiechter, A. (1986). 
Oxidation of benzo(a)pyrene by extracellular ligninases of Phanerochaete 
chrysosporium. Veratryl alcohol and stability of ligninase. J. Biol. Chem., 
261:6900-6903. 
Hakulinen, N., Kiiskinen, L. L., Kruus, K., Saloheimo, M., Paananen, A., 
Koivula, A., y Rouvinen, J. (2002). Crystal structure of a laccase from 
Melanocarpus albomyces with an intact trinuclear copper site. Nat Struct. Biol., 
9:601-605. 
Hamer, G. (1993). Bioremediation: a response to gross environmental abuse. 
Trend. Biotech., 11:317-319. 
Hammel, K. E. (1997). Fungal degradation of lignin. En: Cadisch, G. y Giller, K. 
E. (Eds). Plant litter quality and decomposition. CAB International. London. 
Hammel, K. E., Kalyanaraman, B., y Kirk, T. K. (1986). Oxidation of polycyclic 
aromatic hydrocarbons and dibenzo[p]dioxins by Phanerochaete chrysosporium 
ligninase. J. Biol. Chem., 261:16948-16952. 
Hammel, K. E., Tardone, P. J., Moen, M. A., y Price, L. A. (1989). Biomimetic 
oxidation of nonphenolic lignin models by Mn(III): new observations on the 
oxidizability of guaiacyl and syringyl substructures. Arch. Biochem. Biophys., 
270:404-409. 
Harayama, S. (1997). Polycyclic Aromatic Hydrocarbon bioremediation design. 
Curr. Opin. Microbiol., 8:268-273. 
Hatakka, A. (1994). Lignin-modifying enzymes from selected white-rot fungi - 
Production and role in lignin degradation. FEMS Microbiol. Rev., 13:125-135. 
Heinfling, A., Martínez, M. J., Martínez, A. T., Bergbauer, M., y Szewzyk, U. 
(1998). Transformation of industrial dyes by manganese peroxidases from 
Bjerkandera adusta and Pleurotus eryngii in a manganese-independent reaction. 
Appl. Environ. Microbiol., 64:2788-2793. 
 144 
Hermann, T. E., Kurtz, M. B., y Champe, S. P. (1983). Laccase localized in hülle 
cells and cleistothecial primordia of Aspergillus nidulans. J. Bacteriol., 154:955-
964. 
Higuchi, T. (1985). Biosynthesis and biodegradation of wood components. 
Academic Press, Orlando. 
Higuchi, T. (1990). Lignin biochemistry: Biosynthesis and biodegradation. Wood 
Sci. Technol., 24:23-63. 
Higuchi, T. (1997). Biochemistry and molecular biology of wood. Springer-
Verlag, New York. 
Hofrichter, M. (2002). Review: lignin conversion by manganese peroxidase 
(MnP). Enzyme Microb. Technol., 30:454-466. 
Hopkins, T. L. y Kramer, K. J. (1992). Insect Cuticle Sclerotization. Annual 
Review of Entomology, 37:273-302. 
J 
Johannes, C. y Majcherczyk, A. (2000). Natural mediators in the oxidation of 
polycyclic aromatic hydrocarbons by laccase mediator system. Appl. Environ. 
Microbiol., 66:524-528. 
Johannes, C., Majcherczyk, A., y Hüttermann, A. (1996). Degradation of 
anthracene by laccase of Trametes versicolor in the presence of different 
mediator compounds. Appl. Microbiol. Biotechnol., 46:313-317. 
Joshi, D. K. y Gold, M. H. (1993). Degradation of 2,4,5-trichlorophenol by the 
lignin-degrading basidiomycete Phanerochaete chrysosporium. Appl. Environ. 
Microbiol., 59:1779-1785. 
K 
Kanaly, R. A. y Harayama, S. (2000). Biodegradation of high-molecular-weight 
polycyclic aromatic hydrocarbons by bacteria. J. Bacteriol., 182:2059-2067. 
Kelley, R. L. y Reddy, C. A. (1986). Identification of glucose oxidase activity as 
the primary source of hydrogen peroxide production in ligninolytic cultures 
of Phanerochaete chrysosporium. Arch. Microbiol., 144:248-253. 
Kelly, J. M. y Hynes, M. J. (1985). Transformation of Aspergillus niger by the 
amdS gene of Aspergillus nidulans. EMBO J., 4:475-479. 
Kersten, P. J. (1990). Glyoxal oxidase of Phanerochaete chrysosporium: its 
characterization and activation by lignin peroxidase. Proc. Natl. Acad. Sci. U. 
S. A., 87:2936-2940. 
Kersten, P. J. y Kirk, T. K. (1987). Involvement of a new enzyme, glyoxal oxidase, 
in extracellular H2O2 production by Phanerochaete chrysosporium. J. Bacteriol., 
169:2195-2201. 
Bibliografía 
145 
Kim, H. Y. y Song, H. G. (2000). Comparison of 2,4,6-trinitrotoluene 
degradation by seven strains of white rot fungi. Curr. Microbiol., 41:317-320. 
Kim, H. Y. y Song, H. G. (2003). Transformation and mineralization of 2,4,6-
trinitrotoluene by the white rot fungus Irpex lacteus. Appl. Microbiol. 
Biotechnol., 61:150-156. 
Kirk, T. K., Burgess, R. R. y Koning Jr, J. W. (1992). Use of fungi in pulping 
wood: an overview of biopulping research. En: Leatham, G. F. (Eds). 
Frontiers in industrial mycology. Proceedings of Industrial Mycology 
symposium. Routledge, Chapman & Hall. New York. 
Kirk, T. K. y Cullen, D. (1998). Enzymology and molecular genetics of wood 
degradation by white-rot fungi. En: Young, R. A. y Akhtar, M. (Eds). 
Environmentally friendly technologies for the pulp and paper industry. 
TAPPI Press. Atlanta. 
Kirk, T. K. y Farrell, R. L. (1987). Enzymatic 'combustion': the microbial 
degradation of lignin. Annu. Rev. Microbiol., 41:465-505. 
Kirk, T. K., Schultz, E., Connors, W. J., Lorenz, L. F., y Zeikus, J. G. (1978). 
Influence of culture parameters on lignin metabolism by Phanerochaete 
chrysosporium. Arch. Microbiol., 117:277-285. 
Komeili, A. y Shea, E. K. (2000). Nuclear transport and transcription. Curr. Opin. 
Cell Biol., 12:355-360. 
Kotterman, M. J. J. (1998). Polycyclic aromatic hydrocarbon degradation by the 
white rot fungus Bjerkandera sp. strain BOS55. Tesis. Universidad de 
Wageningen. Paises Bajos. 
Kotterman, M. J. J., Rietberg, H., Hage, A., y Field, J. A. (1998a). Polycyclic 
aromatic hydrocarbon oxidation by the white rot fungus Bjerkandera sp. 
strain BOS55 in the presence of nonionic surfactants. Biotechnol. Bioeng., 
57:220-227. 
Kotterman, M. J. J., Vis, E. H., y Field, J. A. (1998b). Successive mineralization 
and detoxification of benzo(a)pyrene by the white rot fungus Bjerkandera sp. 
strain BOS55 and indigenous microflora. Appl. Environ. Microbiol., 64:2853-
2858. 
Kuan, I. C. y Tien, M. (1993). Stimulation of Mn peroxidase activity: a possible 
role of oxalate in lignin biodegradation. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 90:1242-
1246. 
Kumar, S. V. S., Phale, P. S., Durani, S., y Wangikar, P. P. (2002). Combined 
sequence and structure analysis of the fungal laccase family. Biotechnol. 
Bioeng., 83:386-394. 
Kuwahara, M., Glenn, J. K., Morgan, M. A., y Gold, M. H. (1984). Separation 
and characterization of two extracellular H2O2-dependent oxidases from 
ligninolytic cultures of Phanerochaete chrysosporium. FEBS Lett., 169:247-250. 
 
 146 
L 
Labbé, S. y Thiele, D. J. (1999). Copper ion inducible and repressible promoter 
systems in yeast. Methods Enzymol., 306:145-153. 
Laemmli, U. K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of 
the head of bacteriophage T4. Nature, 227:680-685. 
Larsson, S., Cassland, P., y Jönsson, L. J. (2001). Development of a Saccharomyces 
cerevisiae strain with enhanced resistance to phenolic fermentation inhibitors 
in lignocellulose hydrolysates by heterologous expression of laccase. Appl. 
Environ. Microbiol., 67:1163-1170. 
Lau, K. L., Tsang, Y. Y., y Chiu, S. W. (2003). Use of spent mushroom compost 
to bioremediate PAH-contaminated samples. Chemosphere, 52:1539-1546. 
Law, W. M., Lau, W. N., Lo, K. L., Wai, L. M., y Chiu, S. W. (2003). Removal of 
biocide pentachlorophenol in water system by the spent mushroom compost 
of Pleurotus pulmonarius. Chemosphere, 52:1531-1537. 
Lemire, J. M., Willcocks, T., Halvorson, H. O., y Bostian, K. A. (1985). 
Regulation of repressible acid phosphatase gene transcription in 
Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell Biol., 5:2131-2141. 
Leonowicz, A., Cho, N. S., Luterek, J., Wilkolazka, A., Wojtas-Wasilewska, M., 
Matuszewska, A., Hofrichter, M., Wesenberg, D., y Rogalski, J. (2001). Fungal 
laccase: properties and activity on lignin. J. Basic Microbiol., 3-4:185-227. 
Leonowicz, A., Matuszewska, A., Luterek, J., Ziegenhagen, D., Wojtas-
Wasilewska, M., Cho, N. S., Hofrichter, M., y Rogalski, J. (1999). 
Biodegradation of lignin by white rot fungi. Fungal Genet. Biol., 27:175-185. 
Leontievsky, A. A., Myasoedova, N. M., Baskunov, B. P., Evans, C. S., y 
Golovleva, L. A. (2000). Transformation of 2,4,6-trichlorophenol by the white 
rot fungi Panus tigrinus and Coriolus versicolor. Biodegradation, 11:331-340. 
Leontievsky, A. A., Myasoedova, N. M., Baskunov, B. P., Golovleva, L. A., 
Bucke, C., y Evans, C. S. (2001). Transformation of 2,4,6-trichlorophenol by 
free and immobilized fungal laccase. Appl. Microbiol. Biotechnol., 57:85-91. 
Leontievsky, A. A., Vares, T., Lankinen, P., Shergill, J. K., Pozdnyakova, N. N., 
Myasoedova, N. M., Kalkkinen, N., Golovleva, L. A., Cammack, R., Thurston, 
C. F., y Hatakka, A. (1997). Blue and yellow laccases of ligninolytic fungi. 
FEMS Microbiol. Lett., 156:9-14. 
Lewis, N. G. y Yamamoto, E. (1990). Lignin: Occurrence, biogenesis and 
biodegradation. Annu. Rev. Plant Phys., 41:455-496. 
Li, D., Alic, M., Brown, J. A., y Gold, M. H. (1995). Regulation of manganese 
peroxidase gene-transcription by hydrogen peroxide, chemical stress, and 
molecular oxygen. Appl. Environ. Microbiol., 61:341-345. 
Lisov, A. V., Leontievsky, A. A., y Golovleva, L. A. (2003). Hybrid Mn-
peroxidase from the ligninolytic fungus Panus tigrinus 8/18. Isolation, 
substrate specificity, and catalytic cycle. Biochemistry (Moscow), 68:1027-1035. 
Bibliografía 
147 
Liu, S. y Suflita, J. M. (1993). Ecology and evolution of microbial populations for 
for bioremediation. Trend. Biotech., 11:344-352. 
M 
Madzak, C., Mimmi, M. C., Caminade, E., Brault, A., Baumberger, S., Briozzo, P., 
Mougin, C., y Jolivalt, C. (2005). Shifting the optimal pH of activity for a 
laccase from the fungus Trametes versicolor by structure-based mutagenesis. 
Protein Eng. Des. Sel., 19:77-84  
Majcherczyk, A. y Johannes, C. (2000). Radical mediated indirect oxidation of a 
PEG-coupled polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) model compound by 
fungal laccase. Biochim. Biophys. Acta, 1474:157-162. 
Martens, R., Wolter, M., Bahadir, M., y Zadrazil, F. (1999). Mineralization of 14C-
labelled highly-condensed polycyclic aromatic hydrocarbons in soils by 
Pleurotus sp. Florida. Soil Biol. Biochem., 31:1893-1899. 
Martens, R. y Zadrazil, F. (1998). Screening of white-rot fungi for their ability to 
mineralize polycyclic aromatic hydrocarbons in soil. Folia Microbiol., 43:97-
103. 
Martínez, A. T. (2002). Molecular biology and structure-function of lignin-
degrading heme peroxidases. Enzyme Microb. Technol., 30:425-444. 
Martínez, A. T., Camarero, S., Guillén, F., Gutiérrez, A., Muñoz, C., Varela, E., 
Martínez, M. J., Barrasa, J. M., Ruel, K., y Pelayo, J. M. (1994a). Progress in 
biopulping of non-woody materials: chemica, enzymatic and ultrastructural 
aspects of wheat straw delignification with ligninolytic fungi from the genus 
Pleurotus. FEMS Microbiol. Rev., 13:265-274. 
Martínez, M. J., Böckle, B., Camarero, S., Guillén, F. y Martínez, A. T. (1996a). 
MnP isoenzymes produced by two Pleurotus species in liquid culture and 
during wheat straw solid-state fermentation. En: Jeffries, T. W. y Viikari, L. 
(Eds). Enzymes for pulp and paper processing. ACS. Washington. 
Martínez, M. J., Muñoz, C., Guillén, F., y Martínez, A. T. (1994b). Studies on 
homoveratric acid transformation by the ligninolytic fungus Pleurotus eryngii. 
Appl. Microbiol. Biotechnol., 41:500-504. 
Martínez, M. J., Ruiz-Dueñas, F. J., Guillén, F., y Martínez, A. T. (1996b). 
Purification and catalytic properties of two manganese peroxidase 
isoenzymes from Pleurotus eryngii. Eur. J. Biochem., 237:424-432. 
Martins, L. O., Soares, C. M., Pereira, M. M., Teixeira, M., Costa, T., Jones, G. H., 
y Henriques, A. O. (2002). Molecular and biochemical characterization of a 
highly stable bacterial laccase that occurs as a structural component of the 
Bacillus subtillis endospore coat. J. Biol. Chem., 277:18849-18859. 
Masaphy, S., Henis, Y., y Levanon, D. (1996). Manganese-enhanced 
biotransformation of atrazine by the white rot fungus Pleurotus pulmonarius 
and its correlation with oxidation activity. Appl. Environ. Microbiol., 62:3587-
3593. 
 148 
Masaphy, S., Lamb, D. C., y Kelly, S. L. (1999). Purification and characterization 
of a benzo(a)pyrene hidrolase from Pleurotus pulmonarius. Biochem. Biophys. 
Res. Commun., 266:326-329. 
Mattern, I. E., Vannoort, J. M., Vandenberg, P., Archer, D. B., Roberts, I. N., y 
van den Holden, C. A. M. J. J. (1992). Isolation and characterization of 
mutants of Aspergillus niger deficient in extracellular proteases. Mol. Gen. 
Gent., 234:332-336. 
Mayer, A. M. y Staples, R. C. (2002). Laccase: new functions for an old enzyme. 
Phytochemistry, 60:551-565. 
McGuirl, M. A. y Dooley, D. M. (1999). Copper-containing oxidases. Curr. Opin. 
Chem. Biol., 3:138-144. 
Meagher, R. B. (2000). Phytoremediation of toxic elemental and organic 
pollutants. Curr. Opin. Plant Biotechn., 3:153-162. 
Messerschmidt, A., Ladenstein, R., Huber, R., Bolognesi, M., Avigliano, L., 
Petruzzelli, R., Rossi, A., y Finazzi-Agro, A. (1992). Refined crystal structure 
of ascorbate oxidase at 1.9 A resolution. J. Mol. Biol., 224:179-205. 
Mileski, G. J., Bumpus, J. A., Jurek, M. A., y Aust, S. D. (1988). Biodegradation of 
pentachlorophenol by the white rot fungus Phanerochaete chrysosporium. Appl. 
Environ. Microbiol., 54:2885-2889. 
Minussi, R. C., Pastore, G. M., y Duran, N. (2002). Potential applications of 
laccase in the food industry. Trends Food Sci. Technol., 13:205-216. 
Moen, M. A. y Hammel, K. E. (1994). Lipid peroxidation by the manganese 
peroxidase of Phanerochaete chrysosporium is the basis for phenanthrene 
oxidation by the intact fungus. Appl. Environ. Microbiol., 60:1956-1961. 
Monteiro, M. C. y de Carvalho, M. E. A. (1998). Pulp bleaching using laccase 
from Trametes versicolor under high temperature and alkaline conditions. 
Appl. Biochem. Biotechnol., 70-2:983-993. 
Muheim, A., Waldner, R., Leisola, M. S. A., y Fiechter, A. (1990). An 
extracellular aryl-alcohol oxidase from the white-rot fungus Bjerkandera 
adusta. Enzyme Microb. Technol., 12:204-209. 
Muñoz, C. (1995). Caracterización y purificación de las lacasas de Pleurotus 
eryngii. aplicaciones biotecnológicas en relación con la degradación de la 
lignina. Tesis. Universidad Alcalá de Henares. España. 
Muñoz, C., Guillén, F., Martínez, A. T., y Martínez, M. J. (1997a). Induction and 
characterization of laccase in the ligninolytic fungus Pleurotus eryngii. Curr. 
Microbiol., 34:1-5. 
Muñoz, C., Guillén, F., Martínez, A. T., y Martínez, M. J. (1997b). Laccase 
isoenzymes of Pleurotus eryngii: characterization, catalytic properties and 
participation in activation of molecular oxygen and Mn2+ oxidation. Appl. 
Environ. Microbiol., 63:2166-2174. 
Murphy, M. E., Lindley, P. F., y Adman, E. T. (2000). Structural comparison of 
cupredoxin domains: domain recycling to construct proteins with novel 
functions. Protein Sci., 6:761-770. 
Myers, E. W. y Miller, W. (1988). Optimal alignments in linear space. Comp. Appl. 
Biosciences, 4:11-17. 
Bibliografía 
149 
N 
Nimz, H. (1974). Beech lignin- Proposal of a constitutional scheme. Angew. Chem. 
Int. Edit., 13:313-321. 
Nishida, A. y Eriksson, K. E. (1987). Formation, purification, and partial 
characterization of methanol oxidase, a H2O2-producing enzyme in 
Phanerochaete chrysosporium. Biotechnol. Appl. Biochem., 9:325-338. 
Novotný, C., Vyas, B. R. M., Erbanová, P., Kubátova, A., y Sasek, V. (1997). 
Removal of PCBs by various white rot fungi in liquid cultures. Folia Microbiol., 
42:136-140. 
O 
Okamoto, K., Ito, Y., Shigematsu, I., Ochiai Yanagi, S., y Yanase, H. (2003). 
Cloning and characterization of a laccase gene from the white-rot 
basidiomycete Pleurotus ostreatus. Mycoscience, 44:11-17. 
P 
Padgett, R. A., Konarska, M. M., Grabowski, P. J., Hardy, S. F., y Sharp, P. A. 
(1984). Lariat RNA's as intermediates and products in the splicing of 
messenger RNA precursors. Science, 225:898-903. 
Palmer, A. E., Lee, S. K., y Solomon, E. I. (2001). Decay of the peroxide 
intermediate in laccase: reductive cleavage of the O-O bond. J. Am. Chem. Soc., 
123:6591-6599. 
Palmieri, G., Giardina, P., Bianco, C., Fontanella, B., y Sannia, G. (2000). Copper 
induction of laccase isoenzymes in the ligninolytic fungus Pleurotus ostreatus. 
Appl. Environ. Microbiol., 66:920-924. 
Palmieri, G., Giardina, P., Marzullo, L., Desiderio, B., Nitti, G., Cannio, R., y 
Sannia, G. (1993). Stability and activity of a phenol oxidase from the 
ligninolytic fungus Pleurotus ostreatus. Appl. Microbiol. Biotechnol., 39:632-636. 
Paszczynski, A. y Crawford, R. L. (1991). Degradation of azo compounds by 
ligninase from Phanerochaete chrysosporium: involvement of veratryl alcohol. 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 178:1056-1063. 
Paszczynski, A. y Crawford, R. L. (1995). Potential for bioremediation of 
xenobiotic compounds by the white-rot fungus Phanerochaete chrysosporium. 
Biotechnol. Prog., 11:368-379. 
Peláez, F., Martínez, M. J., y Martínez, A. T. (1995). Screening of 68 species of 
basidiomycetes for enzymes involved in lignin degradation. Mycol. Res., 
99:37-42. 
 150 
Pérez-Boada, M., Doyle, W. A., Ruiz-Dueñas, F. J., Martínez, M. J., Martínez, A. 
T., y Smith, A. T. (2002). Expression of Pleurotus eryngii versatile peroxidase 
in Escherichia coli and optimisation of in vitro folding. Enzyme Microb. Technol., 
30:518-524. 
Petersen, L. C. y Degn, H. (1978). Steady-state kinetics of laccase from Rhus 
vernicifera. Biochim. Biophys. Acta, 526:85-92. 
Piontek, K., Antorini, M., y Choinowski, T. (2002). Crystal structure of a laccase 
from the fungus Trametes versicolor at 1.90-A resolution containing a full 
complement of coppers. J. Biol. Chem., 277:37663-37669. 
Pointing, S. B. (2001). Feasibility of bioremediation by white-rot fungi. Appl. 
Microbiol. Biotechnol., 57:20-33. 
Pritchard, P. H. y Costa, C. F. (1991). EPA's Alaska oil spill bioremediation 
project. Environ. Sci. Technol, 25:372-379. 
Punt, P. J., van Biezen, N., Conesa, A., Albers, A., Mangnus, J., y van den 
Holden, C. A. M. J. J. (2002). Filamentous fungi as cell factories for 
heterologous protein production. Trends Biotechnol., 20:200-206. 
Q 
Quintanar, L., Yoon, J., Aznar, C. P., Palmer, A. E., Andersson, K. K., Britt, R. D., 
y Solomon, E. I. (2005). Spectroscopic and electronic structure studies of the 
trinuclear Cu cluster active site of the multicopper oxidase laccase: nature of 
its coordination unsaturation. J. Am. Chem. Soc., 127:13832-13845. 
R 
Ranocha, P., McDougall, G., Hawkins, S., Sterjiades, R., Borderies, G., Stewart, 
D., Cabanes-Macheteau, M., Boudet, A. M., y Goffner, D. (1999). Biochemical 
characterization, molecular cloning and expression of laccases —a divergent 
gene family—in poplar. Eur. J. Biochem., 259:485-495. 
Record, E., Punt, P. J., Chamkha, M., Labat, M., van den Holden, C. A. M. J. J., y 
Asther, M. (2002). Expression of the Pycnoporus cinnabarinus laccase gene in 
Aspergillus niger and characterization of the recombinant enzyme. Eur. J. 
Biochem., 269:602-609. 
Reddy, C. A. (1995). The potential for white-rot fungi in the treatment of 
pollutants. Curr. Opin. Biotechnol., 6:320-328. 
Reddy, G. V. B. y Gold, M. H. (2000). Degradation of pentachlorophenol by 
Phanerochaete chrysosporium: intermediates and reactions involved. 
Microbiology, 146:405-413. 
Regalado, V., Rodríguez, A., Perestelo, F., Carnicero, A., de la Fuente, G., y 
Falcón, M. A. (1997). Lignin degradation and modification by the soil-
Bibliografía 
151 
inhabiting fungus Fusarium proliferatum. Appl. Environ. Microbiol., 63:3716-
3718. 
Renganathan, V. y Gold, M. H. (1986). Spectral characterization of the oxidized 
states of lignin peroxidase, an extracellular heme enzyme from the white rot 
basidiomycete Phanerochaete chrysosporium. Biochemistry, 25:1626-1631. 
Rodriguez, E., Pickard, M. A., y Vazquez-Duhalt, R. (1999). Industrial dye 
decolorization by laccases from ligninolytic fungi. Curr. Microbiol., 38:27-32. 
Rodríguez, J., Ferraz, A., Nogueira, R. F. P., Ferrer, I., Esposito, E., y Durán, N. 
(1997). Lignin biodegradation by the ascomycete Chrysonilia sitophila. Appl. 
Biochem. Biotechnol., 62:233-242. 
Rosenbrock, P., Martens, R., Buscot, F., Zadrazil, F., y Munch, J. C. (1997). 
Enhancing the mineralization of [U-C-14]dibenzo-p-dioxin in three different 
soils by addition of organic substrate or inoculation with white-rot fungi. 
Appl. Microbiol. Biotechnol., 48:665-670. 
Rubio Pérez, R., González Benito, G., y Peña Miranda, M. (1997). Chlorophenol 
degradation by Phanerochaete chrysosporium. Bioresource Technol., 60:207-213. 
Ruiz-Dueñas, F. J., Ferreira, P., Martínez, M. J., y Martínez, A. T. (2006). In vitro 
activation, purification, and characterization of Escherichia coli expressed aryl-
alcohol oxidase, a unique H(2)O(2)-producing enzyme. Protein Expr. Purif., 
45:191-199. 
Ruiz-Dueñas, F. J., Martínez, M. J., y Martínez, A. T. (1999a). Heterologous 
expression of Pleurotus eryngii peroxidase confirms it ability to oxidize Mn2+ 
and different aromatic substrates. Appl. Environ. Microbiol., 65:4705-4707. 
Ruiz-Dueñas, F. J., Martínez, M. J., y Martínez, A. T. (1999b). Molecular 
characterization of a novel peroxidase isolated from the ligninolytic fungus 
Pleurotus eryngii. Mol. Microbiol., 31:223-235. 
Ruiz-Dueñas, F. J., Sarkar, S., Martínez, M. J., y Martínez, A. T. (1997). Novel 
ligninolytic peroxidases from Pleurotus eryngii: A molecular comparison with 
other fungal peroxidases. Peroxidases (Proc. Intern. Workshop Peroxidase 
Biotechnology and Application), St Petersbourg, 25-29 June,  
Rushmore, T. H., Morton, M. R., y Pickett, C. B. (1991). The antioxidant 
responsive element. Activation by oxidative stress and identification of the 
DNA consensus sequence required for functional activity. J. Biol. Chem., 
266:11632-11639. 
S 
Sack, U., Hofrichter, M., y Fritsche, W. (1997). Degradation of polycyclic 
aromatic hydrocarbons by manganese peroxidase of Nematoloma frowardii. 
FEMS Microbiol. Lett., 152:227-234. 
Sambrook, J. y Russell, D. W. (2001). Molecular cloning. CSHL Press, Cold 
Spring Harbor, New York. 
 152 
Sánchez-Amat, A., Lucas-Elio, P., Fernandez, E., García-Borron, J. C., y Solano, 
F. (2001). Molecular cloning and functional characterization of a unique 
multipotent polyphenol oxidase from Marinomonas mediterranea. BBA-Protein 
Struct. M., 1547:104-116. 
Sannia, G., Limongi, P., Cocca, E., Buonocore, F., Nitti, G., y Giardina, P. (1991). 
Purification and characterization of a veratryl alcohol oxidase enzyme from 
the lignin degrading basidiomycete Pleurotus ostreatus. Biochim. Biophys. Acta, 
1073:114-119. 
Saparrat, M. C. N., Guillén, F., Arambarri, A. M., Martínez, A. T., y Martínez, M. 
J. (2002). Induction, isolation, and characterization of two laccases from the 
white rot basidiomycete Coriolopsis rigida. Appl. Environ. Microbiol., 68:1534-
1540. 
Sarkar, S., Martínez, A. T., y Martínez, M. J. (1997). Biochemical and molecular 
characterization of a manganese peroxidase isoenzyme from Pleurotus 
ostreatus. Biochim. Biophys. Acta, 1339:23-30. 
Sayler, G. S. y Ripp, S. (2000). Field applications of genetically engineered 
microorganisms for bioremediation processes. Curr. Opin. Biotechnol., 11:286-
289. 
Scherer, M. y Fischer, R. (2001). Molecular characterization of a blue-copper 
laccase, TILA, of Aspergillus nidulans. FEMS Microbiol. Lett., 199:207-213. 
Schneider, P., Caspersen, M. B., Mondorf, K., Halkier, T., Skov, L. K., 
Ostergaard, P. R., Brown, K. M., Brown, S. H., y Xu, F. (1999). 
Characterization of a Coprinus cinereus laccase—application to a fungal 
phenol oxidase. Enzyme Microb. Technol., 25:502-508. 
Schoemaker, H. E., Tuor, U., Muheim, A., Schmidt, H. W. H. y Leisola, M. S. A. 
(1991). White-rot degradation of lignin and xenobiotics. En: Betts, W. B. (Eds). 
Biodegradation: natural and synthetic materials. Springer-Verlarg. London. 
Schützendübel, A., Majcherczyk, A., Johannes, C., y Hüttermann, A. (1999). 
Degradation of fluorene, anthracene, phenanthrene, floranthene and pyrene 
lacks connection to the production of extracellular enzymes by Pleurotus 
ostreatus and Bjerkandera adusta. Int. Biodeterior. Biodegrad., 43:93-100. 
Schwede, T., Kopp, J., Guex, N., y Peitsch, M. C. (2003). SWISS-MODEL: an 
automated protein homology-modeling server. Nucleic Acids Res., 31:3385- 
Servili, M., De Stefano, G., Piacquadio, P., y Sciancalepore, V. (2000). A novel 
method for removing phenols from grape must. Am. J. Enol. Vitic., 51:357-361. 
Sigoillot, C., Camarero, S., Vidal, T., Record, E., Asther, M., Pérez-Boada, M., 
Martínez, M. J., Sigoillot, J. C., Asther, M., Colom, J. F., y Martínez, A. T. 
(2005). Comparison of different fungal enzymes for bleaching high-quality 
paper pulps. J. Biotechnol., 115:333-343. 
Soden, D. M. y Dobson, A. D. W. (2001). Differential regulation of laccase gene 
expression in Pleurotus sajor-caju. Microbiology, 147:1755-1763. 
Soden, D. M. y Dobson, A. D. W. (2003). The use of amplified flanking region-
PCR in the isolation of laccase promoter sequences from the edible fungus 
Pleurotus ostreatus. J. Appl. Microbiol., 95:553-562. 
Bibliografía 
153 
Soden, D. M., O'Callaghan, J., y Dobson, A. D. W. (2002). Molecular cloning of a 
laccase isozyme gene from Pleurotus sajor-caju and expression in the 
heterologous Pichia pastoris host. Microbiology, 148:4003-4014. 
Solomon, E. I., Chen, P., Metz, M., Lee, S. K., y Palmer, A. E. (2001). Oxygen 
binding, activation, and reduction to water by copper proteins. Angew. Chem. 
Int. Ed Engl., 40:4570-4590. 
Solomon, E. I. y Lowery, M. D. (1993). Electronic structure contributions to 
function in bioinorganic chemistry. Science, 259:1575-1581. 
Solomon, E. I., Sundaram, U. M., y Machonkin, T. E. (1996). Multicopper 
oxidases and oxygenases. Chem. Rev., 96:2605- 
Somogyi, M. (1945). A new reagent for the determination of sugars. J. Biol. 
Chem., 160:61-73. 
Srebotnik, E. y Hammel, K. E. (2000). Degradation of nonphenolic lignin by the 
laccase/1-hydroxybenzotriazole system. J. Biotechnol., 81:179-188. 
Sutherland, J. B., Selby, A. L., Freeman, J. P., Evans, F. E., y Cerniglia, C. E. 
(1991). Metabolism of phenanthrene by Phanerochaete chrysosporium. Appl. 
Environ. Microbiol., 57:3310-3316. 
T 
Temp, U., Zierold, U., y Eggert, C. (1999). Cloning and characterization of a 
second laccase gene from the lignin-degrading basidiomycete Pycnoporus 
cinnabarinus. Gene, 236:169-177. 
Thiele, D. J. (1992). Metal-regulated transcription in eukaryotes. Nucleic Acids 
Res., 20:1183-1191. 
Thompson, J. D., Higgins, D. G., y Gibson, T. J. (1994). CLUSTAL W: improving 
the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence 
weighting, position-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic 
Acids Res., 22:4673-4680. 
Thurston, C. F. (1994). The structure and function of fungal laccases. 
Microbiology, 140:19-26. 
Tien, M. (1987). Properties of ligninase from Phanerochaete chrysosporium and 
their possible applications. Crit Rev. Microbiol., 15:141-168. 
Tien, M. y Kirk, T. K. (1983). Lignin-degrading enzyme from the hymenomycete 
Phanerochaete chrysosporium Burds. Science, 221:661-663. 
Timell, T. E. (1967). Recent progress in the chemistry of wood hemicelluloses. 
Wood Sci. Technol., 1:45-70. 
U 
Uldschmid, A., Engel, M., Dombi, R., y Marbach, K. (2002). Identification and 
functional expression of tah1, a filamentous fungal gene involved in copper 
 154 
trafficking to the secretory pathway in Trametes versicolor. Microbiology, 
148:4049-4058. 
Ullah, M. A., Bedford, C. T., y Evans, C. S. (2000). Reactions of 
pentachlorophenol with laccase from Coriolus versicolor. Appl. Microbiol. 
Biotechnol., 53:230-234. 
V 
Valli, K. y Gold, M. H. (1991). Degradation of 2,4-dichlorophenol by the lignin-
degrading fungus Phanerochaete chrysosporium. J. Bacteriol., 173:345-352. 
Valli, K., Wariishi, H., y Gold, M. H. (1992). Degradation of 2,7-
dichlorodibenzo-p-dioxin by the lignin-degrading basidiomycete 
Phanerochaete chrysosporium. J. Bacteriol., 174:2131-2137. 
Valmaseda, M., Martínez, M. J., y Martínez, A. T. (1991). Kinetics of wheat straw 
solid-state fermentation with Trametes versicolor and Pleurotus ostreatus—
Lignin and polysaccharide alteration and production of related enzymatic 
activities. Appl. Microbiol. Biotechnol., 35:817-823. 
van den Hombergh, J. P. T. W., van de Vondervoort, P. J. I., Fraissinet-Tachet, L., 
y Visser, J. (1997). Aspergillus as a host for heterologous protein production: 
the problem of proteases. Trend. Biotech., 15:256-263. 
Varela, E., Böckle, B., Romero, A., Martínez, A. T., y Martínez, M. J. (2000). 
Biochemical characterization, cDNA cloning and protein crystallization of 
aryl-alcohol oxidase from Pleurotus pulmonarius. BBA-Protein Struct. M., 
1476:129-138. 
Varela, E., Martínez, A. T., y Martínez, M. J. (1999). Molecular cloning of aryl-
alcohol oxidase from Pleurotus eryngii, an enzyme involved in lignin 
degradation. Biochem. J., 341:113-117. 
Vicuña, R. (1988). Bacterial degradation of lignin. Enzyme Microb. Technol., 
10:645-655. 
Viterbo, A., Yagen, B., Rosenthal, R., y Mayer, A. M. (1993). Dependence of 
activity of cucurbitacin in repression of Botrytis laccase on its structure. 
Phytochemistry, 33:1313-1315. 
von Heijne, G. (1986). A new method for predicting signal sequence cleavage 
sites. Nucleic Acids Res., 14:4683-4690. 
Vroumsia, T., Steiman, R., Seigle-Murandi, F., y Benoit-Guyod, J. L. (1999). 
Effects of culture parameters on the degradation of 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and 2,4-dichlorophenol (2,4-DCP) by 
selected fungi. Chemosphere, 39:1397-1405. 
 
Bibliografía 
155 
W 
Wariishi, H., Akileswaran, L., y Gold, M. H. (1988). Manganese peroxidase from 
the basidiomycete Phanerochaete chrysosporium: spectral characterization of 
the oxidized states and the catalytic cycle. Biochemistry, 27:5365-5370. 
Wariishi, H. y Gold, M. H. (1990). Lignin peroxidase compound III. Mechanism 
of formation and decomposition. J. Biol. Chem., 265:2070-2077. 
Wariishi, H., Valli, K., y Gold, M. H. (1989a). Oxidative cleavage of a phenolic 
diarylpropane lignin model dimer by manganese peroxidase from 
Phanerochaete chrysosporium. Biochemistry, 28:6017-6023. 
Wariishi, H., Valli, K., Renganathan, V., y Gold, M. H. (1989b). Thiol-mediated 
oxidation of nonphenolic lignin model compounds by manganese peroxidase 
of Phanerochaete chrysosporium. J. Biol. Chem., 264:14185-14191. 
Wariisi, H., Valli, K., y Gold, M. H. (1992). Manganese (II) oxidation by 
manganese peroxidase from the basidiomycete Phanerochaete chrysosporium. 
Kinetic mechanism and role of chelators. J. Biol. Chem., 267:23688-23695. 
Weenink, X. O., Punt, P. J., van den Holden, C. A. M. J. J., y Ram, A. F. (2006). A 
new method for screening and isolation of hypersecretion mutants in 
Aspergillus niger. Appl. Microbiol. Biotechnol., 69:711-717. 
Wesenberg, D., Kyriakides, I., y Agathos, S. N. (2003). White-rot fungi and their 
enzymes for the treatment of industrial dye effluents. Biotechnol. Adv., 22:161-
187. 
Whittaker, M. M., Kersten, P. J., Nakamura, N., Sanders-Loehr, J., Schweizer, E. 
S., y Whittaker, J. W. (1996). Glyoxal oxidase from Phanerochaete 
chrysosporium is a new radical-copper oxidase. J. Biol. Chem., 271:681-687. 
Wilcke, W. (2000). Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in soil: a review. J. 
Plant Nutr. Soil Sci., 163:229-248. 
Wilkie, K. C. B. (1979). The hemicelluloses of grasses and cereals. Adv. Carbohydr. 
Chem., 36:215-264. 
Wilson, S. C. y Jones, K. C. (1993). Bioremediation of soil contaminated with 
polynuclear aromatic hydrocarbons (PAH's): a review. Environ. Pollut., 
81:229-249. 
Wolter, M., Zadrazil, F., Martens, R., y Bahadir, M. (1997a). Degradation of 
eight higly condensed polycyclic aromatic hydrocarbons by Pleurotus sp. 
Florida in solid wheat straw substrate. Appl. Microbiol. Biotechnol., 48:398-404. 
Wolter, M., Zadrazil, F., Martens, R. y Bahadir, M. (1997b). Polycyclic aromatic 
hydrocarbon degradation by white rot fungi. En: Rosen, D., Tel-Or, E., Hadar, 
Y. y Chen, Y. (Eds). Modern agriculture and the enviroment. Kluwer 
Academic Publishers. Dordrecht. 
Wong, Y. X. y Yu, J. (1999). Laccase-catalyzed decolorization of synthetic dyes. 
Water Res., 33:3512-3520. 
 156 
X 
Xu, F. (1996). Oxidation of phenols, anilines, and benzenthiols by fungal laccase: 
Correlation between activity and redox potentials as well as halide inhibition. 
Biochemistry, 35:7608-7614. 
Xu, F. (1997). Effects of redox potential and hydroxide inhibition on the pH 
activity profile of fungal laccases. J. Biol. Chem., 272:924-928. 
Xu, F., Kulys, J. J., Duke, K., Li, K., Krikstopaitis, K., Deussen, H. J. W., Abbate, 
E., Galinyte, V., y Schneider, P. (2000). Redox chemistry in laccase-catalyzed 
oxidation of N-hydroxy compounds. Appl. Environ. Microbiol., 66:2052-2056. 
Xu, F., Palmer, A. E., Yaver, D. S., Berka, R. M., Gambetta, G. A., Brown, S. H., y 
Solomon, E. I. (1999). Targeted mutations in a Trametes villosa laccase. J. Biol. 
Chem., 274:12372-12375. 
Xu, F., Shin, W., Brown, S. H., Wahleithner, J. A., Sundaram, E. M., y Solomon, 
E. I. (1996). A study of a series of recombinant fungal laccases and bilirrubin 
oxidase that exhibits significant differences in redox potential, substrate 
specificity, and stability. Biochim. Biophys. Acta, 1292:303-311. 
Y 
Yaropolov, A. I., Skorobogat'ko, O. V., Vartanov, S. S., y Varfolomeyev, S. D. 
(1994). Laccase. Properties, catalytic mechanism and applicability. Appl. 
Biochem. Biophys., 49:257-280. 
Yaver, D. S., Overjero, M. C., Xu, F., Nelson, B. A., Brown, K. H., Halkier, T., 
Bernauer, S., Brown, S. H., y Kauppinen, S. (1999). Molecular characterization 
of laccase genes from the basidiomycete Coprinus cinereus and heterologous 
expression of the laccase Lcc1. Appl. Environ. Microbiol., 65:4946-4948. 
Yoshida, H. (1883). Chemistry of lacquer (Urushi), part 1. J. Chem. Soc., 43:472-
486. 
Z 
Zadrazil, F. (1978). The cultivation of Pleurotus. En: Chang, S. y Hayes, W. (Eds). 
The biology and cultivation of edible mushrooms. Academic Press. New 
York. 
Zadrazil, F., Diedrichs, M., Janssen, J., Schuchardt, F. y Park, J. S. (1990). Large 
scale solid-state fermentation of cereal straw with Pleurotus spp. En: 
Coughlan, M. P. y Amaral-Collaço, M. T. (Eds). Advances in Biological 
Treatment of Lignocellulosic Materials. Elsevier Sci.Pub. Barking. 
Zaret, K. S. y Sherman, F. (1982). DNA sequence required for efficient 
transcription termination in yeast. Cell, 28:563-573. 
Bibliografía 
157 
Zhao, J. y Kwan, H. S. (1999). Characterization, molecular cloning and 
differential expression analysis of laccase genes from the edible mushroom 
Lentinula edodes. Appl. Environ. Microbiol., 65:4908-4913. 
Zhu, X. y Williamson, P. R. (2004). Role of laccase in the biology and virulence 
of Cryptococcus neoformans. FEMS Yeast Research, 5:1-10. 
 
